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3xTg   triple-transgen 
Aβ   Amyloid beta 
Abb.   Abbildung 
AD   Alzheimer‘s disease, Alzheimersche Erkankung 
AMPA-Rezeptor α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionsäure-Rezeptor 
APP   amyloid precursor protein, Amyloid-Präkursorprotein 
BHS                           Blut-Hirn-Schranke 
Bral   brain link protein 
BSA   bovine serum albumin 
CD44   cluster of differentiation 
ChABC  Chondroitinase ABC 
CRTl1   cartilage link protein 
CSPG   Chondroitinsulfat-Proteoglykan 
Cy   Carbocyanin 
DAB   Diaminobenzidin 
EZM   Extrazelluläre Matrix 
GABA   Gamma-Aminobuttersäure 
GAD   Glutamatdekarboxylase 
HAPLN  hyaluronan and proteoglycan link protein 
HRP   Meerrettich-Peroxidase 
HSPG   Heparansulfat-Proteoglykan 
Hz   Hertz 
IL   Interleukin 
i.p.   intraperitoneal 
LEA   Lycopersicon esculentum Agglutinin, Tomaten-Lektin 
MCAO middle cerebral arteria occlusion, Okklusion der mittleren 
Zerebralarterie 
MEZ   Medizinisch-Experimentelles Zentrum 
MMP   Matrix-Metalloproteinase 
NG2   Neural/Gliales Antigen 2 
NCAM  neural cell adhesion molecule, Neurales Zelladhäsionsmolekül 
NMDA-Rezeptor N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor 
NRT   Nucleus reticularis thalami 
n.s.   nicht signifikant 
IV 
 
NVU   neurovascular unit, Neurovaskuläre Einheit 
Parv   Parvalbumin 
PN   Perineuronales Netz 
PS1   Präsenilin-1 
RHAMM   receptor for hyaluronic-acid-mediated motility 
rtPA   recombinant tissue plasminogen activator 
s.c.   subkutan 
TBS   Tris-buffered saline 
Thy1-Promoter Thymozyt 1-Promoter 
TN-R   Tenascin-Rezeptor 
TVV   Tierversuchsvorhaben 
VGAT   Vesikulärer GABA-Transporter 
VVA   Vicia villosa Agglutinin 
WFA   Wisteria floribunda Agglutinin 






Der Schlaganfall gehört zu den gegenwärtig häufigsten Erkrankungen mit Todesfolge 
(Benjamin et al., 2017). Überlebende bleiben nach einem Schlaganfall oft pflegebedürftig und 
erleiden somit einen Verlust ihrer Unabhängigkeit und Selbständigkeit. Dies führt weltweit bei 
den Betroffenen und Angehörigen zu einem hohen Leidensdruck und stellt medizinische 
Institutionen vor eine große Herausforderung [Murkherjee et al., 2011; Kim et al., 2011; 
Benjamin et al., 2017]. 
Der Schlaganfall zählt zu den akuten zerebrovaskulären Erkrankungen, wobei prinzipiell der in 
ca. 80% der Fälle vorliegende ischämische Schlaganfall vom hämorrhagischen Schlaganfall 
abgegrenzt wird. Eine kurative Behandlung ist potentiell nur wenige Stunden nach dem 
Einsetzen erster Symptome möglich, aber nur bei einer Minderheit von Patienten anwendbar 
[Leitlinien der deutschen Gesellschaft für Neurologie, 2012; Berkhemer et al., 2015; Diener et 
al., 2008; Dirks et al., 2011].  
Jährlich erleiden circa 80-200/100 000 Einwohner in Europa einen Schlaganfall [Heuschmann 
et al., 2009]. Die Häufigkeit und der Schweregrad von Schlaganfällen nehmen mit dem Alter 
stetig zu. Dies zeigt sich darin, dass 51% der Patienten, die einen Schlaganfall erleiden, über 
75 Jahre sind und 19,4% der Patienten innerhalb der ersten 28 Tage versterben [Kolominsky-
Rabas et al., 2002]. Aufgrund des demographischen Wandels in Deutschland muss mit einer 
stetigen Zunahme von Schlaganfällen gerechnet werden.  
Die Ursachen und Therapien von Schlaganfällen sind somit Gegenstand intensiver Forschung. 
Trotz umfassender Anstrengungen in der präklinischen Forschung konnten deren Erfolge kaum 
erfolgreich in klinisch verwertbare Therapien umgesetzt werden [Dirnagl et al., 2013, 2014; O‘ 
Collins et al., 2006; Sena et al., 2007]. Es werden schon seit langem verschiedene Tiermodelle 
und unterschiedliche Methoden zur Erzeugung von Schlaganfällen erforscht, wobei die 
Gegebenheiten und Bedingungen im Menschen möglichst weitgehend abgebildet werden 
sollen. Im Vordergrund stehen dabei neben dem Verlust von Neuronen auch die Veränderungen 
von Gefäßen, Gliazellen und extrazellulärer Matrix (EZM). Das Konzept der neurovaskulären 
Einheit (NVU) berücksichtigt alle neuralen Zellen sowie die EZM [del Zoppo et al., 2006, 
2009a]. 
Die perineuronalen Netze (PN) sind seit mehr als 100 Jahren bekannt, aber als Bestandteile der 
EZM erst seit Anfang der 1980iger Jahre durch histochemische Methoden wieder in den Fokus 
gerückt [Brauer et al., 1982, 1984; Brückner et al., 1993; Celio und Blümcke, 1994; Celio et 
al., 1998]. PN sind eine spezialisierte verdichtete Form der EZM und bestehen hauptsächlich 
aus Chondroitinsulfat-Proteoglykanen (CSPG), Hyaluronsäure, Tenascinen und Link-
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Proteinen, die eine polyanionische Hülle um Neurone und deren proximalen Dendriten sowie 
um die Initialsegmente von Axonen bilden [Brückner et al., 1993]. Bei bestimmten 
neuropathologischen Veränderungen besitzen die PN eine neuroprotektive Funktion und sind 
wichtiger Bestandteil des inhibitorischen Systems von neuronalen Netzwerken [Cabungcal et 






2.1 Pathophysiologie des ischämischen Schlaganfalls 
Ein ischämischer Schlaganfall resultiert aus einer zeitweisen oder permanenten Reduktion des 
zerebralen Blutflusses in einem bestimmten Gebiet des Gehirns. Die häufigste Ursache ist der 
Verschluss eines Hirn-versorgenden Gefäßes durch ein embolisches oder lokal thrombotisches 
Geschehen [Hermann et al., 2010]. 
Der Gefäßverschluss führt zu einer Ischämie und damit zu einer Minderversorgung mit 
Sauerstoff und Glukose. Daraus ergibt sich eine Störung des zellulären Energiestoffwechsels. 
Die Veränderungen des ionischen Gradienten zwischen intra- und extrazellulärem Raum und 
der Funktionsverlust von Ionenpumpen führen dazu, dass das Membranpotential nicht 
aufrechterhalten werden kann. Durch den sich daraus ergebenden Verlust des 
Membranpotentials kommt es zur Depolarisation von Neuronen und Gliazellen. Zur gleichen 
Zeit werden spannungsabhängige Kalziumkanäle im Bereich der somatodendritischen 
Fortsätze und der Präsynapse aktiviert und in großem Umfang der exzitatorische 
Neurotransmitter Glutamat aus Astrozyten in den Extrazellulärraum freigesetzt [Montana et al., 
2004]. Da dessen präsynaptische Wiederaufnahme nicht stattfinden kann, akkumuliert 
Glutamat in der EZM. Es kommt zur Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, wodurch es zu einer 
intrazellulären Kalziumüberladung kommt. Dieser exzitotoxische Prozess führt zur 
Zellschädigung und damit zur Nekrose, wobei gleichzeitig Signalwege der Apoptose in 
Nervenzellen aktiviert werden [Eldadah et al., 2000]. Kalzium agiert intrazellulär als „Second 
Messenger“, der Enzyme wie Lipasen und Proteasen aktiviert und dadurch Signalkaskaden 
auslösen kann. Die intrazelluläre Enzyminduktion führt zur Bildung freier Radikale, die 
Zellmembranen, DNA und auch Mitochondrien schädigen und somit inflammatorische 
Mediatoren freisetzen, die zusätzlich zur Schädigung beitragen [Nicholls et al., 2008]. Diese 
Mediatoren bewirken wiederum eine extrazelluläre Aktivierung von Mikroglia und führen zu 
einer erhöhten Permeabilität von Kapillaren, wodurch der Übertritt von inflammatorischen 
Zellen und toxischen Proteinen in das Parenchym ermöglicht wird [zur Übersicht siehe Dirnagl 
et al., 1999; Deb et al., 2010]. In der Region um den Infarktkern, in dem Blutfluss noch 
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vorhanden ist, in der sogenannten Penumbra, kommt es durch die hohe extrazelluläre 
Konzentration von Kalium und Glutamat zu häufigen Re- und Depolarisationen, die eine 
Ausbreitung des Infarktkerns bewirken [Hossmann et al., 1996]. Diese Peri-Infarkt-
Depolarisationen wurden in unterschiedlichen Tierspezies untersucht und sind ein Hauptgrund 
für postischämisch entstehende Schäden im Gewebe der Penumbra [Hossmann et al., 1994]. 
Weiterhin kommt es zur Aktivierung des AMPA-Rezeptors, die zur vermehrten zellulären 
Aufnahme monovalenter Na+- und Cl--Ionen führt. Es resultiert ein Ungleichgewicht zwischen 
Natrium- und Chlorid-Aufnahme gegenüber der Kalium-Abgabe aus der Zelle was einen 
vermehren Wassereinstrom in die Zelle zur Folge hat und zu einem intrazellulären Ödem führt. 
Der damit immer kleiner werdende extrazelluläre Raum hat negative Auswirkungen auf die 





Schema 1: Dargestellt ist der vereinfachte pathophysiologische Mechanismus der zellulären Schädigung nach fokaler 








2.2 Translation  
Die Translation beschreibt den Brückenschlag zwischen den im Labor gewonnenen Daten und 
der Anwendung von wissenschaftlichen Erkenntnissen im klinischen Alltag. Besonders im 
Bereich der Schlaganfallforschung stellt die Translation eine große Herausforderung dar 
[O’Collins et al., 2006; Dirnagl et al., 2013, 2014]. Viele Ergebnisse aus präklinischen Studien 
können nicht ohne Weiteres in die Praxis integriert werden. Es wurde zwar immer wieder 
versucht, neuroprotektive Substanzen, die bei Säugetieren im Labor gute Ergebnisse erzielten, 
auch in der klinischen Praxis anzuwenden, doch ergaben sich dabei keine maßgeblichen Erfolge 
[O‘ Collins et al., 2006; Shuaib et al., 2007; Diener et al., 2008; Ehrenreich et al., 2009]. Durch 
ein besseres Verständnis der Pathophysiologie des Schlaganfalls gingen erfolgreiche Konzepte 
wie der Aufbau von Stroke Units, die Anwendung von rekombinanten Plasminogenaktivator 
(rtPA; recombinant tissue plasminogen activator) zur intravenöser Thrombolyse und die 
Thrombektomie aus großen Studien hervor und sind zurzeit die einzigen therapeutischen 
Optionen [Dirnagl et al., 2016]. 
Eine zentrale Frage ist häufig, ob das verwendete Schlaganfallmodell die Pathophysiologie und 
das Outcome im Menschen richtig abbildet [van der Worp et al., 2010; Dirnagl et al., 2016]. 
Interne Validität [Sena et al., 2007, 2010; Holman et al., 2016], externe Validität (z.B. Anzahl 
der Tiere pro Studie, Komorbiditäten, etc.), statistische Aussagekraft [Ioannidis et al., 2007; 
Button et al., 2013] und Reproduzierbarkeit spielen dabei eine wichtige Rolle [Dirnagl et al., 
2016; Begley et al., 2015]. Werden Studien nicht ausreichend valide durchgeführt, resultiert 
dies in einer Verschwendung von Ressourcen, im unethischen Gebrauch von Tieren und führt 
schließlich zur Gefährdung von Patienten durch unnötige Risiken [Howells et al., 2012; Salman 
et al., 2014]. 
  
Um die Translation zu verbessern und zu vereinfachen, sollten bestimmte Rahmenbedingungen 
eingehalten werden. Zudem erforderlich ist eine Verbesserung der externen Validität durch 
Schlaganfallmodelle die Komorbiditäten, Alter, Geschlecht und Medikation mit einbeziehen. 
Alle Studien sollten möglichst die gesamten Daten publizieren und auch negative Ergebnisse 
beinhalten [Dirnagl et al., 2014, 2016]. Die Orientierung an Checklisten und internationalen 
Richtlinien zur Darstellung von Tierversuchen sowie die Zusammenarbeit internationaler 
Teams erlaubt die bessere Vergleichbarkeit von Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen 
[Kilkenny et al., 2010; Duda et al., 2014]. Durch die Unterscheidung zwischen „explorativer“ 
und „bestätigender“ Forschung sowie die genaue Interpretation präklinischer Ergebnisse kann 
der Prozess der Translation verbessert werden [Kimmelman et al., 2014]. Auch die 
Notwendigkeit der verbesserten Reproduzierbarkeit von Studiendaten als sichere 
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Voraussetzung für andere präklinische und klinische Studien wird immer wieder diskutiert 




Eine häufig untersuchte Komorbidität von Schlaganfallpatienten ist die Alzheimersche Demenz 
(AD) [Cechetto et al., 2008; Cumming und Brodtmann, 2011; Amtul et al., 2014]. Als 
neuropathologische Korrelate gelten extrazelluläre β-Amyloid-Plaques und intrazelluläre 
Neurofibrillenbündel aus hyperphosphoryliertem Protein Tau [siehe z.B. Lee et al., 2001; 
Selkoe et al., 2013, 2016]. 
Genetisch veränderte Mausmodelle ermöglichen die Analyse wichtiger neuropathologischer 
Aspekte der AD [Kitazawa et al., 2012; Hochgräfe et al., 2013; Härtig et al., 2014; Puzzo et al., 
2015]. 
Oddo et al. (2003) zeigten in ihrem 3xTg-Mausmodell durch Einbringen der mutierten humanen 
Transgene Präsenilin-1 PS1(M146V), β-Amyloid-Präkursorprotein APP-Swe und Tau-P301L, 
dass es zur altersabhängigen Ausprägung dieser neuropathologischen Veränderungen in 
Mäusen kommt. Die 3xTg-Mäuse zeigen ein altersabhängiges Muster von β-
Amyloidablagerungen und hyperphosphoryliertem Tau, das in der zeitlichen und regionalen 
Ausprägung dem des Menschen ähnelt. Die aus der Doppelmutation resultierende 
Überexpression von humanem APP verursacht bereits ab dem dritten Lebensmonat 
intrazelluläre β-Amyloidablagerungen und vom neunten Lebensmonat an extrazelluläre 
Plaques und pathologische neuronale Veränderungen im Gehirn [Cishti et al., 2001; 
Mastrangelo et al., 2008; Oh et al., 2010]. Oh et al. (2010) wiesen nach, dass die Formation von 
hyperphosphoryliertem Tau und die altersabhängigen Veränderungen der Neurone denen von 
Menschen mit AD nahekommen. Ein großes Defizit in der Langzeit-Plastizität der Synapsen 
korreliert mit der Akkumulation intraneuronalen β-Amyloids [Oddo et al., 2003]. 
Während Astrozyten im Verlauf der AD keine offensichtlichen Veränderungen aufweisen, 
erfolgt vor allem im Hippokampus die Aktivierung von Mikroglia [Mastrangelo et al., 2008; 
Pekny et al., 2016]. 
Im Verlauf der AD kommt es durch einen starken Verlust cholinerger Projektionsneurone zu 
einer drastischen Verringerung von cholinerger Innervation in Hippokampus und Neokortex 
[Arendt et al., 1983]. Für eine bessere Modellierung der AD wurde in 3xTg-Mäusen mit β-
Amyloidose und Tau-Hyperphosphylierung durch selektive Immunläsion cholinerger 
Projektionsneurone dieser Zellverlust nachgestellt [Härtig et al., 2014]. 
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In einer weiteren Studie zeigten Hawkes et al. (2013), dass es in 3 Monate alten 3xTg-Mäusen 
nach induziertem Schlaganfall zu einer erheblichen Degeneration von endothelialen Zellen und 
Astrozytenendfüssen kommt. Zusätzlich werden Kollagen IV und Laminin im Neokortex 
verstärkt hochreguliert. Damit konnte der Einfluss von Gefäßen bei gealterten und von 
Alzheimer-artigen Veränderungen betroffenen Gehirnen gezeigt werden [Hawkes et al., 2013]. 
Viele Studien waren und sind auf den „Clearing“-Mechanismus von β-Amyloid-Peptiden (Aβ) 
fokussiert, denn Fehler in diesen Mechanismen führen zu einer vermehrten Akkumulation von 
Aβ im Gehirn [Vogelsang et al., 2004; Bell et al., 2009; Deane et al., 2009; Hawkes et al., 
2014]. Die eingeschränkte perivaskuläre Drainage von Aβ aus dem Gehirn wurde als eine 
mögliche Ursache der AD identifiziert [Weller et al., 2008, 2009]. Weller et al. diskutierten 
darüber hinaus, wie Veränderungen in der weißen Substanz des Gehirns mit 
Abflussbehinderungen von interstitieller Flüssigkeit und löslichen Metaboliten in 
Zusammenhang mit Alter und Amyloid-Angiopathien stehen und damit ein potentiell 
therapeutisches Ziel darstellen [Weller et al., 2015]. Pathophysiologische Abläufe, beteiligte 
Proteine und mögliche immuntherapeutische Ansätze wurden von Carare et al. (2013) 
umfassend dargestellt. Aufgrund dessen kann es zu endothelialen Zellschäden, zur 
Veränderung des zerebralen Blutflusses und zur Schädigung der NVU kommen [Matsuda et 
al., 2001; Girouard und Iadecola, 2006] und führen wiederum zu reduzierter Aktivität und 
Schädigung der Neurone und verschlechtern die kognitiven Funktionen weiterhin. Hierbei 
begünstigen allgemeine Risikofaktoren wie Diabetes, Hypertonie, Alter und Hyperlipidämie 
pathologische Gefäßveränderungen und sind gleichzeitig auch Risikofaktoren für Schlaganfälle 
[Knopman et al., 2010; Luchsinger und Mayeux 2004].  
 
 
2.4 Neurovaskuläre Einheit 
Die NVU ist das theoretische Konzept eines Netzwerkes von Gefäßen (mit deren 
Endothelzellen und Matrixproteinen der Basalmembran), Neuronen, sowie Astroglia, 
Oligodendrozyten und Mikroglia [Lo et al., 2003; del Zoppo 2006, 2009a]. Es ermöglicht ein 
besseres Verständnis neuronaler Funktionen sowie von Schäden des neuronalen Netzwerkes. 
Weil jeder Bestandteil einen wichtigen Teil zur Funktion der NVU beiträgt, ist nach Schädigung 
einer Einzelkomponente die ganze Einheit betroffen. Funktionell bietet die NVU einen Rahmen 
für Kommunikation zwischen Nervenzellen und Gefäßen. Strukturell sind in der Einheit 
Nerven und Gefäße über Astrozyten miteinander verbunden. Hauptaufgaben der Astroglia sind 
die interzelluläre Kommunikation und die Regulierung des für den Aktivitätszustand benötigten 
Blutflusses [del Zoppo, 2006]. Auch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) wird in diesem Konzept 
eingeschlossen. Sie dient als eine Schnittstelle zwischen peripherer Zirkulation und zentralem 
7 
 
Nervensystem. Die BHS stellt durch ihre Bestandteile wie Endothelzellen und deren 
Bindungsproteine, Astrozytenendfüsse und Basalmembranproteine einen wichtigen Regulator 
der Homöostase im Gehirn dar [Bechmann et al., 2007]. 
Vor allem bei Zellschäden, die abseits von betroffenen Kapillaren entstehen und nicht durch 
mangelnde Sauerstoffdiffusion, inflammatorische Zellen oder Zytokine erklärt werden können 
[Mabuchi et al., 2005], trägt dieses Konzept zur Aufklärung der Pathophysiologie bei. 
Das Konzept der NVU wurde für die Schlaganfallforschung etabliert [del Zoppo, 2006]. Bei 
einem ischämischen Schlaganfall kommt es zur Okklusion eines Gefäßes, das ein bestimmtes 
Gebiet von Neuronen versorgt, und löst damit zunächst eine Ischämie und dann eine 
Inflammation im Gewebe aus. Die Ischämie induziert eine durch Matrixmetalloproteinasen 
(MMP-2 und MMP-9) vermittelte Veränderung von Matrixproteinen wie Laminin und 
Kollagen IV sowie Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) [Fukuda et al., 2004], Verlust von 
Tight Junctions [Sandoval et al., 2008] sowie eine Ablösung der Endothelzellen und Astrozyten 
von der Basalmembran [Kwon et al., 2009; Steiner et al., 2012; Hawkes et al., 2013] und führt 
damit zu einem Integritätsverlust der NVU. Weiterhin kommt es hierbei zur 
Permeabilitätserhöhung der Gefäße, zur Ödemneigung und zur Einblutung in das Gewebe. 
Ausgehend von den Gefäßen resultiert im ischämischen Gebiet eine Schädigung von Neuronen, 
aber auch von Astrozyten und Oligodendroglia [del Zoppo, 2010a].  
TNF-α und IL-1β werden schon kurz nach der Ischämie durch aktivierte Mastzellen, Mikroglia 
und Oligodendroglia gebildet [Wang et al., 1994, 1995] und bedingen das inflammatorische 
Milieu, das alle Bestandteile der NVU schädigt [del Zoppo, 2010b]. Endothelzellen der Gefäße 
fördern die Inflammation durch Bildung von Adhäsionsmolekülen für Leukozyten und 
ermöglichen die Transmigration dieser Zellen ins Gewebe [de Vries et al., 1996]. 
Gefäßveränderungen und Schädigung der Neuronen erfolgen teilweise gleichzeitig, wodurch 
die wechselseitige Neuron-Gefäß-Kommunikation gestört ist [del Zoppo, 2009b, 2010a, 2012]. 
Therapieansätze, die an den verschlossenen Gefäßen ansetzen, zeigen deshalb besonders gute 
Effekte [Hacke et al., 2008]. Als Ursache dafür wird gesehen, dass ein Teil der Radikale 
zunächst an der Grenze zwischen Kapillaren und Geweben entsteht und erst nachfolgend durch 
inflammatorische Zellen im Bereich der Neuronen [Mabuchi et al., 2005]. Damit kann zugleich 
gut erklärt werden, warum Agenzien, die exklusiv Schäden an Neuronen reduzieren sollten und 
nicht im Bereich der Kapillaren wirkten, sich als unzureichend für die Infarktbehandlung 
erwiesen haben [Mabuchi et al., 2005]. Die frustrierenden Ergebnisse „neurozentrischer“ 
Behandlungsansätze [Diener et al., 2008] untermauerten das Konzept der NVU, insbesondere 




Veränderungen in der NVU erfolgen sowohl unter physiologischen als auch unter 
pathophysiologischen Bedingungen altersabhängig. Betrachtet wurden eine Verringerung der 
Kapillardichte, Veränderungen in der Zusammensetzung der Matrixkomponenten der 
Basallamina der Gefäße und ein Verlust der Verbindung von Kapillaren untereinander [del 
Zoppo, 2012; Hecht et al., 2012].  
Komorbiditäten wie die AD sind oft durch Ablagerungen an und in Gefäßen gekennzeichnet, 
führen frühzeitig zu Schäden an Astrozyten und somit zu Veränderungen der Mikrozirkulation 
[Zhang et al., 1998; Brown et al., 2000; Takano et al., 2007]. 
Die umfangreichen Analysen des komplexen Zusammenspiels von Zellen und EZM nach einer 
ischämischen Schädigung vor dem Hintergrund von Alterungsprozessen und Vorerkrankungen, 
bleiben eine wichtige Forschungsaufgabe. 
 
 
Schema 2: Schematische Abbildung der NVU, modifiziert nach del Zoppo [2010, J Intern Med]. Dargestellt ist die gegenseitige 
Beziehung von Gefäßen mit Neuronen und deren Axonen durch Astrozyten. Die Schädigung einer Komponente beeinträchtigt 




2.5 Perineuronale Netze 
PN sind eine spezialisierte Form der EZM im Gehirn [Brückner et al., 1993; Celio und 
Blümcke, 1994] und damit Bestandteil der NVU [del Zoppo 2009a]. Ihre ersten Beschreibungen 
gehen zurück auf Camillo Golgi im Jahre 1893, sowie fast zeitgleich auf Ramόn y Cajal (1897), 
und waren danach weitgehend aus dem Fokus wissenschaftlicher Analysen verschwunden 
[Celio et al., 1998]. Erst Brauer et al. [Brauer et al., 1982, 1984] erweiterten die histologischen 










2.5.1 Chemischer Aufbau der perineuronalen Netze 
PN sind eine verdichte Struktur von EZM, die sich im Kern aus Proteoglykanen, 
Glykoproteinen und Hyaluronsäure zusammensetzen [Köppe et al., 1997; Carulli et al., 2006; 
Deepa et al., 2006; Giamanco und Matthews, 2012]. 
Proteoglykane bestehen aus Proteinen, die mit Glykosaminoglykanen verbunden sind und 
negativ geladenen Polysaccharid-Ketten mit repetetiven Disaccharideinheiten enthalten 
[Ruoslathi et al., 1988]. 
Die Einteilung der Proteoglykane erfolgt, ihren Glykosaminoglykanketten entsprechend, in 
Heparansulfat-, Keratansulfat-, Chondroitinsulfat- und Dermatansulfat-Proteoglykane. 
Proteoglykane der extrazellulären Matrix im ZNS besitzen als Glykosaminoglykane 
überwiegend Chondroitinsulfat-Ketten [Übersicht: Lander et al., 1993; Matsui et al., 1999]. Die 
repetitiven Disaccharideinheiten des Chondroitinsulfats bestehen aus N-Azetylgalaktosamin 
und Glukuronsäure [Cui et al., 2013]. 
In den PN konnte man immunhistochemisch CSPG [Bignami et al., 1992b; Härtig et al., 1994], 
nicht sulfatierte CSPG [Bertolotto et al., 1996] sowie aus Chondroitinsulfat, Chondroitin-4-
sulfat und Chondroitin-6-sulfat bestehende Disaccharideinheiten [Köppe et al., 1997; Brückner 
et al., 1998] nachweisen. Der Einsatz von immunhistochemischen Methoden erlaubte auch die 
Darstellung von unterschiedlichen CSPG, den sogenannten Lektikanen, wie Aggrecan, 
Neurocan, Brevican, Versican und Phosphacan [Fryer et al., 1992; Wintergerst et al., 1996; Mc 
Keon et al., 1999; Jones et al., 2003]. 
Aggrecan, Versican, Neurocan und Brevican wurden durch molekularbiologische Verfahren 
identifiziert [Bertolotto et al., 1990, 1991; Bignami et al., 1992], wobei Letztere ausschließlich 
im ZNS vorkommen [Milev et al., 1998]. Der Prototyp der Lektikane ist zumeist Aggrecan 
[Doege et al., 1987], das fast ausschließlich in PN vorkommt und als deren Hauptbestandteil 
gilt [Hockfield et al., 1990; Matthews et al., 2002; Giamanco et al., 2010; Morawski et al., 
2012a]. Zusätzlich stellt es einen wichtigen Bestandteil der EZM von Neuronen der 
Basalganglien im Menschen dar und ist auch relevant für die Pathogenese des idiopathischen 
Parkinson-Syndroms [Brückner et al., 2008]. 
Das 1994 erstmals beschriebene Brevican ist das kürzeste Mitglied der Aggrecan-Versican-
Familie [Yamada et al., 1994] und wurde in PN vor allem nach pathologischen Veränderungen 
bei AD untersucht. [Morawski et al., 2012]. Weitere wichtige Bestandteile von PN sind 
Hyaluronan und Tenascin-R [Celio et al., 1993; Delpech et al., 1989] sowie verschiedene Link-
Proteine [Carulli et al., 2010; Suttkus et al., 2014]. 
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Hyaluronsäure besteht aus sich wiederholenden nicht-sulfatierten Disaccharideinheiten, wobei 
jede Einheit aus D-Glukuronsäure und N-Azetyl-D-glukosamin besteht. Eine derartige Kette 
kann aus bis zu 50.000 Disaccharideinheiten bestehen [Galtrey et al., 2007]. 
Einige der CSPG werden nur von Neuronen, andere nur von Glia und weitere sowohl von 
Neuronen als auch von Glia produziert [zur Übersicht siehe Carulli et al., 2006]. 
Tenascin-R (TN-R) spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Strukturierung von PN 
und unterstützt die Akkumulation von Aggrecan [Celio et al., 1993; Morawski 2014]. TN-R, 
ein adhäsives Molekül, existiert als Dimer oder Trimer und bindet an CSPG [Galtrey et al., 
2007]. Lundell et al. demonstrierten mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen, wie TN-R 
sich mit Hyaluronsäure-Aggrecan-Komplexen vernetzt [Lundell et al., 2004]. In Mäusen, denen 
TN-R fehlt, aggregieren CSPG der PN in abnormaler Weise [Weber et al., 1999]. Brückner et 
al. zeigten für kortikale und subkortikale Regionen, dass TN-R, Phosphacan, Neurocan, und 
Brevican mit Hyaluronan während unterschiedlicher Phasen der postnatalen Entwicklung 
aggregieren [Brückner et al., 2000]. Wenn TN-R aber in der Struktur der Netze fehlt, kommt 
es zu einer Veränderung der molekularen Faltung und damit zu einer Störung des Mikromilieus 
[Brückner et al., 2000; Morwaski et al., 2014].  
Kleine Glykoproteine wie die Link-Proteine Crtl1, Bral1, Bral2 und HAPLN3, können gut an 
Hyaluronan und CSPG wie Aggrecan binden und stabilisieren somit die Aggregate [Neame und 
Barry, 1994; Oohashi et al., 2002, 2015; Spicer et al., 2003; Rauch et al., 2004]. Die Lektikane 
besitzen am N-terminalen Ende einen Bereich um mit Hyaluronsäure und am C-terminalen 
Ende einen Bereich um mit Tenascinen zu interagieren [Aspberg et al., 1997; Yamaguchi et al., 
2000].  
Nach der Synthese von CSPG, müssen diese Moleküle mit der Zelloberfläche verbunden 
werden, was mit ganz unterschiedlichen Methoden erforscht wurde. Die CSPG dienen in der 
Verbindung mit der EZM als Kollagenliganden [Murakami et al., 1999] und als Kernproteine 
[Köppe et al., 1997]. Weiterhin werden durch Zelloberflächen-assoziierte CSPG wie 
Aggrecan [Matthews et al., 2002], Brevican [Frischknecht et al., 2012] und Phosphacan 
[Hayashi et al., 2005] Verbindungen zwischen Zellen und EZM hergestellt. Zusätzlich können 
transmembranale CSPG wie NG2, Neuroglycan-C oder Phosphacan an neurales Zell-
Adhäsionsmolekül (NCAM) binden [Fox und Caterson, 2002]. 
Hyaluronsäure nimmt eine Schlüsselrolle bei der Strukturierung der PN ein. Die 
Gewebebehandlung mit dem Enzym Hyaluronidase führt zu einem Verlust der PN [Köppe et 
al., 1997]. Hyaluronsäure kann sowohl den Zelloberflächenrezeptor CD44 binden als auch den 
intrazellulären RHAMM-(receptor for hyaluronic-acid-mediated motility) Rezeptor [zur 
Übersicht siehe Toole et al., 2004]. Zum anderen kann durch das Hyaluronsäure-produzierende 
Enzym, Hyaluronsäure-Synthase, die Hyaluronsäure an der Zelloberfläche angeheftet werden. 
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In-situ-Hybridisierungen haben gezeigt, dass die Isoformen Hyaluronan-Synthase 2 und 3 nur 
in Neuronen vom Kleinhirn aktiv sind, die auch von PN umgeben sind [Carulli et al., 2006]. 
Neuere Studien konnten einen weiteren Bestandteil der PN detektieren. Sie stellten eine 
Kolokalisation und Akkumulation des chemorepulsiven Proteins Semaphorin 3A in den PN 
fest. Semaphorin 3A erscheint für die Hemmung des Wachstums von Neuriten 
mitverantwortlich zu sein und ist somit auch an der strukturellen neuronalen Plastizität beteiligt 
[zur Übersicht siehe de Winter et al., 2016]. 
 
 
2.5.2 Funktionen perineuronaler Netze 
Die genauen Funktionen der PN sind bis jetzt nicht vollständig bekannt und werden kontrovers 
diskutiert [Brückner et al., 1993; Celio et al., 1994; Kwok et al., 2011; Miao et al., 2014; 
Oohashi et al., 2015; Suttkus et al., 2016]. 
PN gewährleisten eine Stabilisierung des extrazellulären Milieus und erfüllen offenbar 
neuroprotektive Funktionen gegenüber schädigenden Substanzen. So beschrieben Hockfield et 
al. eine Stabilisierung der Synapsen im sich entwickelten Gehirn von Säugetieren [Hockfield et 
al., 1990]. Härtig et al. (1999) zeigten die PN als häufige, chemisch spezialisierte Umhüllung 
von Zellen, die Parvalbumin und die Untereinheit des spannungsabhängigen Kaliumkanals 
Kv3.1b koexprimieren. Polyanionische Proteoglykane der PN fungieren als 
Kationenaustauscher bzw. Kaliumpuffer um hochaktive Neurone [Härtig et al., 1999; 
Morawski et al., 2015]. 
Proteine an der Zelloberfläche, wie zum Beispiel Rezeptoren von Neurotransmittern, können 
in der Zellmembran sehr schnell lateral diffundieren. Für AMPA-Rezeptoren, an denen der 
Neurontransmitter Glutamat bindet, und deren Funktion wichtig für neuronale Kurzzeit-
Plastizität ist, konnten Frischknecht et al. (2009) zeigen, dass PN durch 
Kompartimentalisierung die laterale Diffusion und Rezeptoraustausch einschränken. 
Brückner et al. (1999) wiesen nach, dass vor allem Neurone in kortikalen Bereichen des 
Gehirns, die von PN umhüllt sind, weniger von neurofibrillären Veränderungen bei der AD 
betroffen sind. Auch in subkortikalen Bereichen waren weniger Neurone von Tau-Pathologie 
betroffen, die von Aggrecan-enthaltenden Netzen umhüllt waren [Morawski et al., 2012]. Die 
Beobachtung, dass neokortikale netztragende Neurone kein detektierbares 
hyperphosphoryliertes Tau aufweisen, konnten Härtig et al. (2001a) zudem in einem 
„natürlichen Tiermodell“, in alten Bisons nachweisen. Die Stabilität von PN wurde auch für 
das Alzheimer-Mausmodell Tg2576 gezeigt, in dem die Neurone unbeeinträchtigt blieben, 
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obwohl angrenzende Ablagerungen von Aβ zur Gliaaktivierung führten [Morawski et al., 
2010]. 
PN erfüllen auch wichtige Funktionen beim Schutz vor oxidativem Stress [Morawski et al., 
2004; Suttkus et al., 2012; Cabungcal et al., 2013]. Die polyanionischen Netze können Kationen 
binden und somit lokal für eine Reduktion des Oxidationsgrades von Biomolekülen sorgen. Vor 
allem durch Eisenionen induzierter oxidativer Stress spielt in der Neurodegeneration bei AD 
oder bei der Parkinsonschen Erkrankung eine wichtige Rolle. Suttkus et al. konnten zusätzlich 
zeigen, dass auch bei vermehrter Eisenbelastung solche netztragenden Neurone häufiger 
überleben als andere Nervenzellen, und in menschlichen Fällen diese spezialisierte Form der 
EZM vor der intraneuronalen Anhäufung von Lipofuszin schützt [Suttkus et al., 2012]. 
Zusätzlich konnten diese Autoren nachweisen, dass derartige neuroprotektive Effekte direkt 
durch Bestandteile der PN vermittelt werden [Suttkus et al., 2014]. Auch für andere toxische 
Substanzen, wie z.B. Aβ, wurde gezeigt, dass PN den umhüllten Neuronen Schutz vor diesen 
Noxen gibt [Miyata et al., 2007]. PN schützen die von ihnen umgebenen Nervenzellen in 
deutlicher Weise vor der Aufnahme von exogenem Tau und verlangsamen damit Tau-
Aggregation sowie neurofibrilliäre Degeneration wie sie für die AD charakteristisch sind 
[Suttkus et al., 2016]. 
Darüber hinaus bilden PN eine Barriere für neuronale Regeneration und beschränken die 
neuronale Plastizität [Kwok et al., 2011; Orlando und Raineteau, 2015; Carulli et al., 2016]. In 
einer kürzlich veröffentlichten Studie diskutierten Bernard & Prochiantz (2016) 
Wechselwirkungen zwischen dem Homeoprotein Otx2 und PN: Otx2 wird von netz-tragenden 
Parvalbumin-positiven Interneuronen aufgenommen und ist maßgeblich an der Regulation der 
kortikalen Plastizität im visuellen System beteiligt [Bernard und Prochiantz, 2016]. 
CSPG gehören zur EZM-Familie mit inhibitorischen Funktionen, die vor allem während der 
Entwicklung und bei synaptischer Plastizität eine Rolle spielen [Miao et al., 2014; Karetko und 
Skangiel-Kramska, 2009]. Um CSPG und damit PN insgesamt abzubauen, wurde 
Chondroitinase ABC (ChABC) bereits 1998 von Brückner und Mitarbeitern eingesetzt 
[Brückner et al., 1998]. 
Nach Schädigung des zentralen Nervensystems kommt es zur Ausbildung einer glialen Narbe, 
zu deren Hauptbestandteilen CSPG gehören. Studien, in den ChABC eingesetzt wurde, um 
einen Abbau der CSPG zu induzieren, zeigten eine funktionelle Verbesserung nach Schädigung 
des Rückenmarks [Bradbury et al., 2002; Massey et al., 2006] und eine Wiederherstellung der 
okularen Dominanz im visuellen Kortex nach monokularer Deprivation einer Seite [Pizzorusso 
et al., 2002, 2006]. Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dass die CSPG eine Schlüsselrolle bei der 
Plastizität nach Hirnschädigungen spielen [Bradbury et al., 2002; Massey et al., 2006; Orlando 
und Raineteau, 2015; Anderson et al., 2016]. So diskutierten Bartus et al. (2012), dass eine 
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Modifizierung der CSPG durch Enzyme als Behandlungsstrategie von Schäden im zentralen 
Nervensystem dienen könnte, sodass es zu einer aktivitätsabhängigen, physiologischen 
Reorganisation von Nervenendigungen kommen kann. 
PN gelten als regulatorische Komponente der Plastizität bzw. der „Kritischen Periode“ [Miyata 
et al., 2015]. Als „Kritische Periode“ wird ein postnataler Zeitraum bezeichnet, in dem sich 
durch externe Reize verstärkt neuronale Synapsen ausbilden [Hensch et al., 2004]. McRae et 
al. (2007) konnten für den Neokortex der Ratte zeigen, dass mit erhöhter Stimulation eines 
Hirngebietes während der „Kritischen Periode“ Netzkomponenten wie Aggrecan vermindert 
ausgeprägt werden. Zusätzlich dazu konnten Gogolla et al. (2009) nachweisen, dass 
überlebenswichtige traumatische Erfahrungen, die im erwachsenen Tier normalerweise nicht 
vergessen werden, durch ChABC-Behandlung der Amygdala, ausgelöscht werden. Darüber 
hinaus ermittelte Tsien (2013) Zusammenhänge zwischen Langzeiterinnerungen und PN. Nach 
einem induzierten Schlaganfall führte eine Behandlung mit ChABC in Kombination mit 




2.5.3 Verteilungsmuster der perineuronalen Netze im ZNS 
Eine umfangreiche Mappingstudie erfasste PN in über 100 Regionen des Rattengehirns [Seeger 
et al., 1994]. Das Verteilungsmuster wurde hierbei durch verschiedene Färbetechniken 
dargestellt. Derartige Verfahren beruhen auf Lektinen, die an N-Azetylgalaktosamin binden, 
wie z.B. Wisteria floribunda Agglutinin, umfasste aber auch die kolloidale 
Eisenbindungsreaktion, die vor allem an polyanionische Komponenten bindet [Seeger et al., 
1994] sowie spezifische Antikörper, die an CSPG binden [Fryer et al., 1992]. Die 
Akkumulation von CSPG beginnt postnatal und richtet sich nach zeitlichen und räumlichen 
Muster [Köppe et al., 1997]. Dabei durchläuft die Entwicklung einen Prozess, der am Tag 0 
postnatal mit der Akkumulation von N-Azetylgalaktosamin-Bindungsstellen beginnt, aber erst 
am Tag 7 postnatal PN im Hirnstamm darstellbar sind [Köppe et al., 1997]. Einen Höhepunkt 
durchläuft die Entwicklung am Tag 14 [Carulli et al., 2007]. Voll ausgereift sind die Netze nach 
35 Tagen, werden aber in verschiedensten Regionen des Gehirns aktivitätsabhängig ausgebildet 
[Köppe et al., 1997].  
Brückner et al. (1993) zeigten, dass zum einen Subpopulationen von Neuronen im zerebralen 
Kortex und basalen Vorderhirn umhüllt werden, zum anderen auch größere Gruppen von 
Neuronen in bestimmten subkortikalen Bereichen. Auch nicht-pyramidale Neurone des 
parietalen Kortex in den Schichten II-VI sind netztragend [Brückner et al., 1996]. Zusätzlich 
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wurde festgestellt, dass sich die Verteilung in den primären sensorischen Arealen unterscheidet. 
In der Schicht I sind keine und in der Schicht VI nur wenige PN vorhanden, wohingegen in 
Schichten IV und V des primären sensorischen Kortex Netze sehr häufig sind [Brückner et al., 
1993b, Seeger et al., 1994]. Auch im visuellen System sind PN schon lange bekannt [Sur et al., 
1988; Lüth et al., 1992; Lander et al., 1997].  
 
 
2.6 Nucleus reticularis thalami 
Zu den mit EZM und PN besonders reich ausgestatteten Kernen gehört der Nucleus reticularis 
thalami (NRT; RNT = reticular nucleus of the thalamus; TRN = thalamic reticular nucleus; RT 
= reticular thalamus) [Seeger et al., 1994; Brückner et al., 1996]. Ende des 19. Jahrhunderts 
hatte Kölliker in Leipzig den Nucleus reticularis als eigenständigen Kern des Thalamus 
beschrieben und nannte ihn „Gitterkern“, da er von vielen Axonen des dorsalen Thalamus und 
des Kortex durchzogen wird [Pinault et al., 2004]. Weitere Beschreibungen im Kaninchen- und 
Mäusegehirn erfolgten durch Munzer und Wiener sowie durch Ramόn y Cajal, und der Name 
„Nucleus reticularis“ wurde eingeführt [Pinault et al., 2004; Nagaeva und Akhmadeev, 2006]. 
Eine Übersicht über den bei allen Säugetieren vorkommenden NRT gaben Pinault et al. (2004). 
Übersichtsarbeiten zu Anatomie, physiologischen und psychologischen Funktionen sowie 
elektrophysiologischen und neurochemischen Untersuchungen des NRT liegen vor [Beierlein, 
2014; Guillery und Harting, 2003].  
Der NRT gehört zum Dienzephalon und bildet eine umhüllende Struktur des anterioren und 
lateralen Anteil des Thalamus, sowie des ventralen Teils des dorsalen Thalamus. Das 
Kerngebiet liegt zwischen der Lamina medullaris externa des Thalamus und der Capsula interna 
[Puelles et al., 2012]. Der NRT erhält kollaterale Fasern von thalamokortikalen und 
kortikothalamischen Bahnen, sowie Fasern aus dem Hirnstamm und inhibitorische Fasern von 
den Basalganglien [zur Übersicht siehe Guillery et al., 1998; Pinault et al., 2004; Katz et al., 
2014; Villalobos et al., 2016]. Neurone des Kerngebietes projizieren vor allem in den dorsalen 
Thalamus [Minderhoud et al., 1971; Jones, 1975]. Elektrophysiologische Studien haben 
gezeigt, dass der NRT eine topographische Anordnung verschiedener sensorischer, motorischer 
und limbischer Sektoren aufweist [zur Übersicht siehe Guillery et al., 1998 und Pinault et al., 
2004].  
Eine der wichtigsten Funktionen des NRT ist die Regulation der schlaf- und wachabhängigen 
Aktivität des Thalamus [Jones, 2007]. So ist das Kerngebiet an der schnellen Induktion und 
Modulation von „Slow Waves“ beteiligt [Lewis et al., 2015]. Der Nukleus generiert und 
synchronisiert Spindel-Wellen von 7-14Hz, die für frühe Schlafstadien typisch sind [Steriade 
et al., 1985; Fuentealba et al., 2005]. Zudem steht die Amygdala in Verbindung mit dem 
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Nucleus reticularis und hat Anteil an kognitiv-emotionalen Interaktionen sowie an emotional 
gesteuerter Aufmerksamkeitslenkung [Zikopoulos et al., 2012, John et al., 2016]. 
Die Mehrzahl der Neurone im NRT ist GABAerg, was die hemmende Funktion des 
Thalamuskerns erklärt [Houser et al., 1980]. Verschiedene Studien beschrieben für den NRT 
eine starke Ausprägung der PN [Seeger et al., 1994; Brückner et al., 1996, 1999; Fader et al., 
2016] sowie PN um Parvalbumin-enthaltende GABAerge Neurone [Nakagawa et al., 1986; 
Brückner et al., 1993]. Gáti et al. verglichen die Verteilung der EZM im NRT und anderen 
thalamischen Kerngebieten der Ratte [Gáti et al., 2010]. 
Ergebnisse aus früheren Studien deuten darauf hin, dass Parvalbumin-enthaltende Neurone im 
NRT sehr empfindlich auf ischämische Ereignisse durch Schlaganfälle [Freund et al., 1990] 
oder durch einen Herzstillstand [Kawai et al., 1992, 1995] reagieren. Qualitative Analysen von 
Hobohm et al. (2005) zeigten, dass 7 Tage nach einer experimentell induzierten fokal zerebralen 
Ischämie durch invasive Elektrokoagulation, PN im primär betroffenen Neokortex und in 
größerem Abstand davon der mediale und latero-ventroposteriore thalamische Kern sowie der 





In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen eines Schlaganfalls auf die PN als Teil der EZM 
sowohl qualitativ und ergänzend auch semiquantitativ untersucht werden. Der Fokus lag dabei 
auf dem NRT, da dessen besonders hohe Konzentration von EZM bekannt ist. Der NRT, der 
als Schnittstelle zwischen Thalamus und Kortex dient, sollte durch ein Filament-Maus-Modell, 
von einem Schlaganfall stark mitbetroffen werden. Für den Schädigungsnachweis sollten vor 
allem Immunfluoreszenztechniken dienen, um qualitative Veränderung unterschiedlicher 
Netzkomponenten und Neurone zu beurteilen und diese Ergebnisse durch Quantifizierung zu 
bestätigen. Alle gewonnenen Ergebnisse sollten einen Tag nach der Induktion des Schlaganfalls 
erfasst werden, um frühzeitige Veränderungen durch das ischämische Ereignis abzubilden. Der 
Einschluss von Mäusen unterschiedlichen Alters und mit altersabhängigen Alzheimer-artigen 
Veränderungen sollte Aussagen zu einer möglichen Altersabhängigkeit und Komorbidität nach 
Schlaganfall ermöglichen. 
Um die Affektion des NRT nach einem Schlaganfall darzustellen, sollte dessen Parvalbumin-
Immunmarkierung kombiniert werden mit der Darstellung von Mikrotubuli-assoziierten 
Protein Tau, einem zytoskelettalem Marker mit bereits bekannter Vulnerabilität gegenüber 
ischämischen Reizen. Zusätzlich vorgesehen war die Detektion von Bindungsstellen für das 
Lycopersicon esculentum Agglutinin (LEA, Tomatenlektin) um qualitative Veränderungen von 
Endothelzellen nachzuweisen. Zudem geplant war die qualitative Analyse von Veränderungen 
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weiterer Netzbestandteile und neuronaler Komponenten. Um Veränderungen unterschiedlicher 
Kalzium-bindender Proteine zu detektieren, war ergänzend eine gleichzeitige Darstellung von 
Parvalbumin und Calbindin sowie WFA-positiven Netzen geplant. In abschließenden 
Versuchen war die Darstellung sämtlicher GABAerger Neurone des NRT beabsichtigt. Dafür 
war die simultane Darstellung der Markerenzyme GABAerger Zellen, der 
Glutamatdekarboxylase-Isoformen 65 und 67, der Kalzium-bindenden Proteine Parvalbumin 
und Calbindin, sowie von WFA-Bindungsstellen zu etablieren. 
Darüber hinaus sollte die Studie Veränderungen wichtiger Komponenten der EZM, wie 
Aggrecan und Neurocan, im NRT unter ischämischen Bedingungen beschreiben. Die 
angestrebten Daten sollten weitere Erkenntnisse über die EZM als potentielles therapeutisches 
Ziel nach einem Schlaganfall ermöglichen. 
 
 





Für die vorliegende Studie wurde der NRT von insgesamt 28 Mäuse beider Geschlechter, einen 
Tag nach induziertem Schlaganfall untersucht. Dabei wurden je sieben 3- und 12-Monate alte 
Wildtyp-Mäuse (129/SV C57 b/6) mit altersabhängig auftretenden Kennzeichen der AD [Oddo 
et al., 2003] analysiert und mit jeweils sieben gleichaltrigen 3xTg-Mäusen verglichen. Um die 
gezielte Expression im ZNS dieser Proteine zu erreichen, wurde der neuronenspezifische Maus-
Thy1-Promoter verwendet. Die 3xTg-Mäuse sind hinsichtlich des knock-in-Konstrukts für 
Präsenilin-1M146V homozygot [Oddo et al., 2003]. 
Für zusätzliche qualitative Analysen wurden jeweils zwei 7 Monate alte Wildtyp- und 3xTg-
Mäuse einen Tag nach Induktion des Schlaganfalls, untersucht.  
Alle Tiere wurden durch das Medizinisch-Experimentelle Zentrum (MEZ) der Universität 
Leipzig bereitgestellt, basierend auf Brutpaaren von Dr. Frank M. LaFerla und Dr. Salvatore 
Oddo (University of California, Irvine, CA, USA). Die Versuchsdurchführung erfolgte 
entsprechend den Europäischen Richtlinien zur Regelung für Tierversuche (86/609/EEC) und 
dem deutschen Tierschutzgesetz. Diese Tierversuche waren als Tierversuchsvorhaben (TVV) 
24/10 vom Regierungspräsidium Leipzig genehmigt. Es wurde stets angestrebt, die Anzahl der 
Versuchstiere so niedrig wie möglich und ihre Lebensbedingungen so gut wie möglich zu 
gestalten, wobei die Tiere in einem klimatisierten Raum mit einem 12/12-stündigen Zyklus von 





Biotinyliertes Wisteria floribunda 
Agglutinin 
Chondroitinase ABC, 0.5 U/ml 0.05 M Tris-















Etomidat (Hypnomidat) 33 mg/ml 





Tris-gepufferte Kochsalzlösung, 0,1 M, pH 
7,4 (TBS = Tris-buffered saline) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris; 
121,14 g/mol)) 
+Natriumchlorid, 0,85% (58,44 g/mol) 
[w/v] 
mit 12 N Salzsäure (HCL, 37%ig) auf  
pH 7,4 eingestellt 
 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung, 

















Vector, Burlingame, CA, USA 
 
Sigma, Aldrich, Taufkirchen 
 
 
Hollborn & Söhne, Leipzig 
Merck, Darmstadt 
Dianova 
J.T. Baker, Darmstadt 








Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland 




















Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über alle verwendeten Immunreagenzien. 
*Alle Fluoreszenz-Immunreagenzien wurden von Dianova (Hamburg, Germany) erworben, als Anbieter für Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA).  
** Chondroitinase ABC Vorbehandlung von Gewebeschnitten. *** Zusätzliche Experimente wurden mit einem der beiden Antikörper gegen GAD durchgeführt. Abkürzungen: LEA  Lycopersicon 



































Burlingame, CA, USA) 
 
Cy2-Streptavidin   
Kaninchen-anti-Aggrecan 
(1:400; Merck Millipore, 




























Cy2-Streptavidin   
Kaninchen-anti-Calbindin 













































In der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell des permanenten Verschlusses der Arteria cerebri 
media (Englisch: middle cerebral artery occlusion, MCAO) durch ein eingeführtes Filament 
verwendet. Die Konzeption des Verfahrens wurde durch Longa et al. (1989) entwickelt und 
durch Michalski et al. (2013) geringfügig modifiziert. Primäres Ziel war der vollständige 
Verschluss der rechten Arteria cerebri media, wodurch eine auf dieses Versorgungsgebiet 
beschränkte und damit fokale zerebrale Ischämie hervorgerufen wird, die einem Schlaganfall 
im Menschen nachahmen soll. Induziert wurde die Ischämie durch ein Silikon-umhülltes 
Monofilament der Stärke 6-0 (Durchmesser: 0.070–0.079mm; Doccol Corporation, Redlands, 
CA, USA). Dieses Filament wurde in die rechte Arteria carotis externa eingebracht und über 
die Bifurkation weiter bis in die rechte Arteria carotis interna und von dort weiter bis zum 
Ursprung der Arteria cerebri media geschoben. Das Vorschieben des Filaments wurde gestoppt, 
wenn eine Gefäßbiegung bzw. ein leichter Widerstand zu spüren war [Engel et al., 2011]. 
Die Einleitung der Anästhesie der Tiere vor der Operation erfolgte durch die intraperitoneale 
Gabe von Etomidat (33mg/kg KG i.p.; Hypnomidat, Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland). 
Zusätzlich wurde Lidocain (Xylocitin 1% s.c., mibe, Brehna, Deutschland) zur Lokalanästhesie 
im Eingriffsgebiet s.c. injiziert. Um eine Narkose-bedingte Auskühlung zu vermeiden, wurde 
während des ganzen Verfahrens durch eine rektale Temperaturmesssonde die Körpertemperatur 
überwacht und mit Hilfe eines Wärmepolsters (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) 
konstant bei etwa 37°C gehalten. Die Mäuse verblieben bis zur vollständigen Erholung nach 
dem Eingriff auf dem Polster. 
Vierundzwanzig Stunden nach der Induktion des Infarktes wurde eine standardisierte Wertung 
des neurologischen Defizits in der von Menzies et al. (1992) beschriebenen Weise erhoben. Die 
Wertung umfasst vier Grade: von Grad 0 (kein Defizit) bis Grad 4 (spontanes kontralaterales 




Zur Perfusion erhielten die Mäuse Ketamin (150 mg/kg Körpergewicht i.p.; Ketamin-
Ratiopharm, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) und Xylazin (15 mg/kg Körpergewicht i.p.; 
Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland), wurden mit 0,9%iger Kochsalzlösung sowie 
nachfolgend mit 4%iger Phosphat-gepufferten Paraformaldehydlösung transkardial 
perfundiert. Danach wurden die Gehirne vorsichtig dem Schädel entnommen und über Nacht 
im gleichen Fixativ nachfixiert, bevor das Gewebe anschließend mit 30%iger Phosphat-
gepufferter Saccharoselösung äquilibriert wurde. 
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Zur Herstellung 30µm-dünner koronaler Hirnschnitte, wurden die Gehirne mittels Tissue Tek 
(O.C.T. Compound, Sakura, Tokio, Japan) auf dem Objekthalter eines Gefrierschnittmikrotoms 
der Firma Leica Biosystems (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) befestigt. Damit das 
Gewebe gut schneidfähig wurde, musste es zunächst auf -40°C abgekühlt werden. Das 
Schneiden erfolgte dann bei etwa -20°C von rostral nach kaudal. Die erste Schnittebene stellte 
jeweils der Schnitt dar, bei dem beide Hemisphären durch das Corpus callosum verbunden 
waren (Bregma 1,32mm). Es wurden 10 Serien mit je 6-8 Schnitten pro Reagenzgläschen 
angefertigt. Zur Lagerung der Schnitte wurde 0,1M Tris-gepufferte Kochsalzlösung, pH 7,4 
(Tris-buffered-saline = TBS), mit circa 0,2% Natriumazid als Additiv verwendet. 
 
 
4.2.2 Auswahl der Hirnschnitte 
Die anatomische Auswahl der Hirnschnitte, die den NRT enthalten, erfolgte mit Hilfe eines 
stereotaktischen Atlas des Maushirns [Franklin und Paxinos, 1997]. Die ausgewählten 
Hirnschnitte lagen im Bereich von -0.46mm bis -1.70mm nach Bregma. Es resultierten in der 
Regel 6-8 Koronalschnitte pro Färbeserie. 
 
 
4.2.3 Immunhistochemie und indirekte Fluoreszenz 
Die Grundlage von immunhistochemischen Methoden ist die Bindung von Antikörpern an 
Antigene in definierten morphologischen Strukturen. Für die in der vorliegenden Arbeit 
umfangreich eingesetzte indirekte Fluoreszenztechnik werden die Antigene von einem 
unmodifizierten Antikörper gebunden, bevor in einem zweiten Schritt die Inkubation mit einem 
fluoreszierenden Zweitantikörper oder Streptavidinderivat erfolgt. Notwendigerweise müssen 
die Zweitantikörper aus einer anderen Wirtsspezies als der Primärantikörper stammen und sind 
gegen Immunglobuline der Tierspezies gerichtet, aus der die Erstantikörper kommen. In der 
vorliegenden Arbeit wurden für die Visualisierung von Antigen-Antikörperkomplexen 
ausschließlich Carbocyanine (Cy) verwendet. Cy2 fluoresziert nach Anregung mit blauem 
Licht grün. Cy3 nach Anregung mit grünem Licht rot. Da die Fluoreszenz von Cy5 mit dem 
menschlichen Auge nicht ausreichend wahrgenommen wird, kann Cy5 mit einem 
konventionellen Epifluoreszenzmikroskop kaum sichtbar gemacht werden, zumal die 
Quecksilberlampe, die in den meisten Geräten verwendet wird, nicht genügend Licht innerhalb 
des Anregungsbereiches von Cy5 emittiert. Carbocyanine sind ebenso wie z.B. Alexa-Fluor-
Farbstoffe den konventionellen und seit langem gebräuchlichen Fluorescein- und 





In der vorliegenden Arbeit diente mit dem Wisteria floribunda Agglutinin (WFA) ein Lektin 
zur Darstellung von EZM, weshalb Lektine und lektinhistochemische Verfahren hier kurz 
erläutert werden sollen. Lektine können aus pflanzlichen oder tierischen Material gewonnen 
werden. Als Lektine werden Proteine und Glykoproteine bezeichnet, die Zucker binden können 
und dabei keine enzymatische Aktivität besitzen sowie Zellen agglutinieren bzw. 
Glykokonjugate präzipitieren können. 
Diese Proteine können sehr spezifisch an Kohlenhydratresten von Proteoglykanen, 
Glykolipiden und Glykoproteinen an der Zelloberfläche binden, wie z.B. WFA an N-
Azetylgalaktosamin. Diese Lektin-Ligand-Wechselwirkung kann dann am fixierten 
Gewebeschnitt visualisiert werden. 
Wurden Lektine im Vorfeld biotinyliert, können Lektinbindungsstellen mit Hilfe 
fluorochromierten Streptavidins dargestellt werden. Weitere Möglichkeiten wären die 
Detektion mit Antikörpern gegen Lektine oder Inkubation mit Streptavidin/Biotinyl-
Peroxidase-Komplexen und anschließender Immunperoxidase-Markierung. 
Das in dieser Arbeit genutzte Lektin des Blauregens, WFA, gilt als ein selektiver Marker eines 
großen Anteils der PN und diente damit vielfach auch der Aufklärung komplexer Strukturen im 
Gehirn  [Härtig et al., 1992; Brückner et al., 1996; Hilbig et al., 2001; Horii-Hayashi et al., 
2015]. Weitere Lektine sind zum Beispiel das Lektin der Zottelwicke, Vicia villosa Agglutinin 
[Nakagawa et al., 1986; Kosaka und Heizmann, 1989; Drake et al., 1991; Bausch et al., 1996] 
welches ebenso an CSPG reiche ECM bindet, das Tomaten-Lektin, Lycopersicon esculentum 
zur Darstellung von Mikroglia [Villacampa et al., 2013] und das Kartoffel-Lektin, Solanum 
tuberosum Lektin, als Marker für Endothelzellen, aber auch von Mikroglia/Makrophagen 
[Härtig et al. 2009]. 
 
 
4.2.5 Fluoreszenzdoppelmarkierung von perineuronalen Netzen und 
Parvalbumin 
WFA als etablierter Marker von PN [Härtig et al., 1992; Brauer et al., 1993; Köppe et al., 1997; 
Wegner et al., 2003; Brückner et al., 2004] ermöglichte die klare Abgrenzung von 
Kortexarealen im Menschen und in verschiedenen Tierspezies [Seeger et al., 1994; Brückner et 
al., 1994; Hilbig et al., 2001] sowie die Aufklärung komplexer Strukturen im Hirn von Primaten 
[Preuss et al., 1998; Gray et al., 1999]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde biotinyliertes WFA zur Darstellung der PN im NRT 
eingesetzt. Zum WFA-Nachweis wurde Cy2-konjugiertes Streptavidin genutzt und durch 
konventionelle Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Kombiniert wurde die Markierung der PN 
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mit der Darstellung des Kalzium-bindenden Proteins Parvalbumin durch ein Kaninchen-
Antiserum. 
Zunächst wurde das fixierte Gewebe dreimal für jeweils zehn Minuten mit 0,1M Tris-
gepufferten Kochsalzlösung, pH 7,4 (TBS), gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer 
Bindungsstellen erfolgte eine einstündige Inkubation mit 5%igen Esel-Normalserum in TBS, 
0,3% Triton X-100 enthaltend (ENS-TBS-T) auf einem Schüttler. Die Blockierlösung lagerte 
sich an Gewebekomponenten, die nachfolgend eingesetzte Reagenzien unspezifisch binden 
könnten und verhinderte somit eine unerwünschte Absorption z.B. von Primärantikörper und 
somit eine unspezifische Anfärbung des Gewebes. Danach erfolgte bei Raumtemperatur die 
Inkubation der Gewebeschnitte mit WFA und anti-Parvalbumin (siehe Tabelle 1) über Nacht in 
einer 24-Well-Platte auf einem Schüttler. 
Nach ca. 20 Stunden wurden alle Schnitte erneut für dreimal zehn Minuten in TBS gewaschen. 
Dem folgte die Inkubation der Gewebe für eine Stunde mit einem Cocktail aus Cy2-
Streptavidin und einem Cy3-konjugierten Sekundärantikörper (siehe Tabelle 1), jeweils in einer 
Konzentration von 20 µg/ml in TBS-BSA. Nach Ende der Inkubationszeit folgte viermaliges 
weiteres Waschen mit TBS für jeweils zehn Minuten. Bevor die Schnitte dann auf vorher 
beschriftete Objektträger aufgezogen werden konnten, wurde das Gewebe kurz in destilliertem 
Wasser gespült. Luftgetrocknete Gewebeschnitte wurden mit Entellan in Toluol eingedeckt und 
dann unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Nach Anregung mit blauem Licht 
fluoresziert das Carbocyanin Cy2 grün, während Carbocyanin Cy3 durch Anregung mit grünem 
Licht rote Fluoreszenz aufweist. 
 
 
4.2.6 Fluoreszenz-Mehrfachmarkierungen für qualitative Analysen 
In der vorliegenden Studie wurden weitere relevante Marker für die EZM und von ihr umhüllter 
Zellen im NRT qualitativ analysiert. Bei der qualitativen Analyse von Bestandteilen der PN 
wurde auf die dominanten CSPG Aggrecan und Neurocan fokussiert. Um Neurocan-Epitope 
freizulegen wurde mittels Chondroitinase ABC ein Verdau der Proteoglykanstruktur 
durchgeführt. Dafür wurden die nativen Schnitte in einer Chondroitinase-ABC Lösung 
(ChASE; 0.5 U/ml 0.05 M Tris Puffer, pH 8; Sigma, Taufkirchen, Deutschland) für 2 Stunden 
bei 37°C inkubiert und anschließend erneut mit TBS gewaschen.  
Die Analyse umfasste auch die Detektion von NRT-Neuronen und ischämbedingten 
Veränderungen der Untereinheit des spannungsabhängigen Kaliumkanals Kv3.1b, der häufig 
mit PN und in Parvalbumin enthaltenden Neuronen kolokalisiert ist [Härtig et al., 1999] (siehe 
Tabelle 1). Für die Darstellung aller GABAergen Neurone dienten Antikörper, die gegen die 
Glutamatdekarboxylase 65 (GAD65 = GAD 2) und GAD67 (= GAD 1) gerichtet waren und als 
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Mischung eingesetzt wurden. Abschließend wurde die simultane Darstellung von GAD65+67-
Immunreaktivität und WFA positiven Netze kombiniert mit der Immunmarkierung von 
Parvalbumin oder Calbindin (siehe Tabelle 1). Alle Primärantikörper wurden für 20 Stunden, 





Um unspezifische Bindungen und Fehlinterpretationen zu vermeiden war es notwendig, 
angewandte Arbeitsmethodik und eingesetzte Reagenzien genau zu überprüfen. Als besonders 
wichtige Komponenten der histochemischen Färbungen wurden Primärantikörper und 
biotinyliertes WFA weggelassen, fluorochromierte Sekundärantikörper und Streptavidin-
Konjungate hingegen mit den Schnitten inkubiert. Somit konnte man sichergehen, dass nur 
positive Anfärbungen mit dem Primärantikörper auch die entsprechende Struktur darstellten. 
Die mikroskopische Auswertung zeigte bei den Kontrollgewebeschnitten keine 
fluoreszenzmarkierten Strukturen. Auch durch den Tausch der den relevanten Marker 
zugeordneten Carbocyanine ergaben sich keine Veränderungen der Färbemuster. 
 
 
4.2.8 Mikroskopie und Bildgebung 
Zur initialen fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Präparate wurde ein Axioplan-
Mikroskop der Firma Zeiss (Jena, Deutschland) verwendet. Hierbei erfolgte die 
Fluoreszenzanregung mit einer 50W-Quecksilberdampflampe sowie mit Hilfe geeigneter Filter 
der Firma Zeiss. 
Eine detaillierte Analyse und Dokumentation von Doppel- und Dreifachmarkierungen wurde 
an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland) durchgeführt. Ein derartiges Mikroskop kann Licht aus unterschiedlichen Ebenen 
des zu untersuchenden Präparates separieren. Dadurch ist eine dreidimensionale Darstellung 
durch schichtweise Abtastung des Präparates realisierbar. Die meisten Konfokalmikroskope 
sind gleichzeitig Laser-Scanning-Mikroskope, die Laserlicht über einen Scanner sehr schnell 
zeilenweise in einer Objektebene bewegen. Licht aus dem Brennfleck wird auf eine kleine 
Lochblende abgebildet, die sich vor einem Detektor befindet. Das Empfängersignal ist nur auf 
die Fokusebene beschränkt, während Licht ober- und unterhalb dieser Ebene ausgeblendet wird, 
woraus ein höheres Auflösungsvermögen resultiert. Ein energiereicher Laser dient hierbei zur 
Anregung der Carbocyaninkonjugate Cy2, Cy3 und Cy5. 
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Die semiquantitative Serienauswertung und Vermessung der Fluoreszenzpräparate erfolgte mit 
einem automatischen inversen Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop Biorevo BZ 9000 




4.2.9 Semiquantitative Auswertung 
Von insgesamt 28 Mäusen wurden serielle Carbocyanin-Doppelmarkierungen mit 
biotinyliertem WFA und Kaninchen-anti-Parvalbumin angefertigt. Für die semiquantitative 
Auswertung wählten wir jeweils 3 aufeinanderfolgende Hirnschnitte pro Maus, sodass jeder 
Schnitt 300µm vom anderem entfernt lag. Zur genauen Orientierung und zur Vergleichbarkeit 
wurde die Lokalisation relevanter Hirnschnitte auf der Grundlage eines Maushirnatlas [Franklin 
und Paxinos, 1997] nach Bregma festgelegt. Schnitte aus dem Bereich zwischen Bregma  
-0,46mm und Bregma -1,70mm wurden ausgewertet. 
Es wurden auf der kontralateralen, nicht geschädigten Seite, sowie auf der ipsilateralen, 
geschädigten Seite des NRT, 3 verschiedene Messwerte erhoben.  
 
BZ II Analyzer und Bildbearbeitung 
Zur Ermittlung aller Daten nutzten wir die Software BZ II Analyzer der Firma Keyence (Osaka, 
Japan). Die Software machte es möglich, die mit dem Fluoreszenzmikroskop der Firma 
Keyence BZ 9000 aufgenommenen Bilder in differenzierter Weise auszuwerten. 
Die Bildaufnahmen wurden in Adobe Photoshop CS2 Version 9 (Adobe Systems Inc., San Jose, 
CA) und Microsoft Power Point (Version 2015; Microsoft Corp., Redmond WA, USA) 
nachbearbeitet. Dabei wurden, sofern notwendig, Helligkeit und Kontrast geringfügig 
angepasst, wobei keine Signale hinzugefügt oder entfernt wurden. 
 
Ermittlung der Fläche 
Im ersten Schritt wurde von 3 Folgeschnitten aller 28 Tiere – im jeweiligen Abstand von 300µm 
– der Flächeninhalt des Kerngebietes bestimmt. Die ipsi- und kontralaterale Seiten wurden in 
10facher Vergrößerung aufgenommen, sodass die gesamte markierte Fläche des Kerngebietes 
abgebildet wurde. Die Belichtungszeit wurde dem Schnitt möglichst optimal angepasst. Eine 
standardisierte Belichtungszeit für alle Schnitte war nicht notwendig, da die Daten pro Schnitt 
ermittelt und miteinander verglichen wurden, woraus relative Ergebnisse folgten. Die 
Begrenzung des immunpositiven Kerngebietes wurde unter Nutzung der Analysesoftware per 
Hand umfahren, um den anatomischen Gegebenheiten gerecht zu werden. Die Software 
berechnete automatisch die Fläche in µm². Im Zuge dieser Standardisierung ergab in allen 




Ermittlung der Intensität 
Für weitere semiquantitative Analysen wurde die Veränderung der Intensität zwischen kontra- 
und ipsilateraler Seite ermittelt. Da die Messungen nur Helligkeitswerte ergaben, musste die 
Intensität errechnet werden. Die Intensität als eine dimensionslose Größe berechnet sich aus 
den Helligkeitswerten der drei Grundfarben Rot (R), Grün (G) und Blau (B). 
Die eingesetzte Intensitätsformel lautet: 
Helligkeit (mittel) = 0,3*R(Mittelwert) + 0,59*G(Mittelwert) + 0,11*B(Mittelwert) 
 
Ermittlung der Zellzahl 
Für die Ermittlung der Zellzahl in allen 3 Schnitten, und beiden Hemisphären, wurde das 
Kerngebiet in 4 Abschnitte, im Abstand von ca. 75µm, unterteilt. Jeder der 4 rechteckigen 
Abschnitte hatte eine standardisierte Größe von 362x273µm, wobei 1µm = 0,2664 Pixel 
entsprach. Die Abschnitte wurden mit 40facher Vergrößerung aufgenommen und jede positiv 
markierte Struktur gezählt. Als positiv zählten alle Zellen mit einem Durchmesser von 
mindestens 10µm, deutlich angefärbter Zellmembran und abgrenzbarem Nukleus, andere 
Strukturen hingegen nicht. 
 
Aus allen ermittelten Messwerten der Abschnitte pro Schnitt wurde je ein Mittelwert für die 
kontralaterale und die ipsilaterale Seite gebildet. Abschließend wurden Differenzen zwischen 
der ipsilateralen und kontralateralen Seite ermittelt, um folgende 3 Werte zu erhalten: 
∆Fläche, ∆Intensität und ∆Zellzahl. 
 
Statistische Auswertung 
Die gewonnenen Rohdaten wurden mit der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics (Version 
20.0; IBM Corp., New York, NY, USA) ausgewertet. Berechnet wurden die Mittelwerte von 
Fläche, Intensität und Zellzahl, aus den drei Schnitten der einzelnen Tiere jeder Gruppe. Dies 
erfolgte für die Marker WFA und Parvalbumin sowie für die Kolokalisation beider Marker.  
Zusätzlich zur deskriptiven Statistik wurden der Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-U-Test 
durchgeführt um statistische Signifikanz zwischen verschiedenen Gruppen nachzuweisen. Die 
Effektstärke wurde als Cohen’s d kalkuliert und als d dargestellt. Für die Ermittlung von 
Interrelationen zwischen verschiedenen Parametern wurden Partialkorrelationen eingesetzt. Ein 
p-Wert < 0,05 wurde generell als statistisch signifikant angesehen. Sofern ein p = 0.000 durch 







Abb. 1 Aufnahmen mit einem Keyence-Mikroskop zeigen Mehrfachmarkierungen des Nucleus reticularis thalami in 3 Monate 
alten Mäusen – unbehandelt (a) bzw. 1 Tag nach Ischämie (b, b1, c, c1). (a): Der Koronarschnitt des gesamten Vorderhirns einer 
unbehandelten 3 Monate alten Maus, zeigt eine Doppelmarkierung von Mikrotubuli-assoziiertem Tau (rot, Cy3) und dem 
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Kalzium-bindenden Protein Parvalbumin (Parv, grün, Cy2). Die Pfeile zeigen auf den NRT der rechten Hemisphäre. (b, b1): 
Die Fluoreszenz-Dreifachmarkierung kombiniert die Detektion von Tau (rot) und Parv (grün) mit der Darstellung von 
Endothelzellen durch biotinyliertes Lycopersicon esculentum Agglutinin (LEA) und Cy5-konjugiertes Streptavidin (blau). In 
einer 3 Monate alten Wildtyp-Maus, 1 Tag nach induziertem Schlaganfall sind der intakte NRT der nicht betroffenen 
Hemisphäre (b) und in der von Ischämie betroffenen Hemisphäre (b1) dargestellt. Hierbei erscheinen die lektinhistochemisch 
gefärbten Endothelzellen im ipsilateralen NRT dünner. Der ipsilaterale NRT bleibt durch die grünen Parv-immunpositive 
Zellen (Pfeile mit vollständiger Linie) abgrenzbar, die schon bei geringerer Vergrößerung verändert und fragmentiert 
erscheinen. (c, c1) Doppelmarkierung von Tau und Parv in einer 7 Monate alten Wildtyp-Maus, 1 Tag nach Ischämiebeginn im 
NRT und im angrenzenden Striatum, dargestellt in höherer Vergrößerung. (c): Rot fluoreszierende, indirekte Cy3-Tau-
Immunmarkierung fehlt in der von Ischämie betroffenen Region. (c1) Die überlagerte Darstellung von Tau und grün 
fluoreszierendem Cy2-immunmarkierten Parv zeigt den NRT als ein von Ischämie betroffenes Kerngebiet, wobei sich Parv-
enthaltende Perikarya abzeichnen, die häufig geschrumpft erscheinen. Maßstäbe: in a = 1000µm; in b1 (gilt auch für b) = 
200µm; in c1 (gilt auch für c) = 200µm. Abkürzungen: PSK: primär sensorischer Kortex, PK: piriformer Kortex, CA1: CA1 
Region des Hippokampus, GD: Gyrus dentatus, KPU: Kaudoputamen, LaGP: lateraler Globus Pallidus; CI: Capsula interna, 
VTN: ventraler posterolateraler und posteromedialer Kern des Thalamaus 
 
 
Die Vulnerabilität des NRT im angewandten Schlaganfallmodell wurde durch die kombinierte 
Darstellung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau und des Kalzium-bindenden Proteins 
Parvalbumin untersucht. [Michalski et al., 2016] (Abb. 1). Abb. 1a zeigt eine 
Frontalschnittebene einer unbehandelten Maus, wobei die starke grün fluoreszierende Cy2-
Markierung von Parvalbumin im NRT das Kerngebiet und seine Grenzen verdeutlicht. 
Die Fluoreszenz-Dreifachmarkierung von Tau (rot), Parvalbumin (grün) und dem endothelialen 
Marker LEA in einer 3 Monaten alten Maus einem Tag nach induziertem Schlaganfall 
kontralateral (Abb. 1b) unterschied sich vom Ischämie-betroffenen NRT, wo die Tau-
Markierung deutlich reduziert war (Abb. 1b1). Die lektinhistochemisch gefärbten endothelialen 
Zellen des NRT zeigten sich ausgedünnt, aber die Grenzen waren immer noch gut definiert von 
grün fluoreszierenden Parvalbumin-positiven Zellen, die schon bei geringerer Vergrößerung 
verändert und fragmentiert erscheinen. Die Tau-Immunreaktivität in einer 7 Monate alten Maus 
war einen Tag nach ischämischen Geschehen, vollständig ausgelöscht, vor allem im Bereich 
des lateralen Striatums und des NRT (Abb. 1c). Legt man nun das rote Färbemuster für Tau mit 
dem von Parvalbumin (grün) übereinander zeigt der ischämische Nucleus Parvalbumin-positive 






Mikroskopische Aufnahmen mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops einer 3 Monate alten Wildtyp Maus, 1 
Tag nach induziertem Schlaganfall. Doppelmarkierung von PN und Parvalbumin (Parv) des nicht betroffenen (a-a2) und des 
von Ischämie betroffenen NRT (b-b2). Grün fluoreszierende Färbung eines dichten teppichförmigen Netzwerks von PN wird 
visualisiert durch biotinyliertes WFA und Cy2-Streptavidin kontralateral (a) und im scharfem Kontrast dazu die vom Infarkt 
betroffene Seite (b), wo die WFA-Färbung nahezu komplett fehlt. Die indirekte Cy3-Immunmarkierung von Parv detektiert 
kontralateral (a1) einen klar abgrenzbaren NRT, gefüllt mit komplett markierten, gesund erscheinenden Neuronen, wogegen 
die vom Schlaganfall betroffene Seite (b1) einen ähnlich klaren abgrenzbaren NRT enthält, aber viele Neurone verändert und 
geschrumpft wirken. Die Überlagerung beider Färbemuster zeigt in (a2) den kompletten Einschluss von Parv-positiven 
Neuronen in einem dichten Netzwerk von PN, kontrastierend dazu veränderte Parv-enthaltende Neurone (b2) frei von WFA-




Durch die Doppelmarkierung von PN und Parvalbumin einen Tag nach induziertem 
Schlaganfall, wurde in allen 28 Mäusen, ein intakter NRT in der kontralateralen, von der 
Ischämie nicht betroffenen Hemisphäre dargestellt. Das Kerngebiet war komplett bedeckt durch 
ein Netzwerk von WFA-gefärbten PN (Abb. 2a). Die gleiche Region zeigte zudem eine sehr 
starke Markierung für Parvalbumin (Abb. 2a1). Offenbar waren nahezu sämtliche Parvalbumin-
positiven Neurone von PN umhüllt. Im Gegensatz hierzu war die ipsilaterale, vom Infarkt 
betroffene Seite weitgehend frei von WFA-Markierung (Abb. 2b) und zeigt mehrere 
geschrumpfte und fragmentierte Zellkörper (Abb. 2b1). Die übereinandergelegten Färbemuster 
(Abb. 2a2) verdeutlichen kontralateral die komplette Umhüllung von Parvalbumin-
immunpositiven Neuronen mit dicht gepackter EZM, während Abb. 2b2 neuropathologische 
Veränderungen Parvalbumin-immunpositiver Neuronen zeigt. Diese Neurone umreißen die 
Grenzen des NRT weiterhin, aber es fehlen die sie umhüllenden WFA-gefärbten Netze. Zu 
beachten ist, dass in einigen Fällen mit geringer ausgeprägter Ischämie die WFA-Färbung 






Quantifizierung von Parvalbumin- und WFA-Markierung im von Ischämie betroffenen NRT und im kontralateralen, nicht 
betroffenen NRT (Kontrolle), 1 Tag nach induziertem Schlaganfall. Zur Veranschaulichung zeigen mikroskopische Bilder, die 
Schlaganfall-induzierten zellulären Veränderungen, gesondert dargestellt für Parvalbumin, WFA und die Überlagerung der 
Einzelmarkierungen (a). Inter-hemisphärieller Vergleich der Färbungen von Parvalbumin und WFA hinsichtlich Intensität, 
Fläche und Zellzahl (b). Maßstab = 150µm, gilt auch für alle anderen mikroskopischen Aufnahmen. Diagrammbalken stehen 







Quantifizierung von Parvalbumin-Immunmarkierung und WFA-Bindungsstellen, dargestellt als Differenz (∆) zwischen der 
von Ischämie betroffenen Hemisphäre und der nicht betroffenen Hemisphäre, unter Berücksichtigung von Alter und 
genetischem Hintergrund (Wildtyp- versus 3xTg-Mäuse). Diagrammbalken stellen Mittelwerte mit entsprechend abgetragener 







Streudiagramme und Partialkorrelation-Koeffizienten inter-hemisphärieller Differenzen (∆) von Parvalbumin-
Immunmarkierung und WFA-Bindungsstellen, in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund (Wildtyp- versus 3xTg-Mäuse) 







Für die semiquantitativen Analysen der Ischämie-bedingten Veränderungen im NRT dienten 
Schnittserien mit WFA/Parvalbumin-Doppelmarkierung und waren fokussiert auf die 
Unterschiede zwischen der Ischämie-geschädigten und der gesunden Seite (Abb. 3a) aus einer 
Stichprobe von allen 28 Tieren. Zu diesem Zweck, wurden als Ansatz zur Quantifizierung, 4 
Regionen ausgewählt, bezogen auf die deutlich abgrenzbare Parvalbumin-Immunmarkierung, 
die den NRT vollständig abdeckt (Abb. 3b), in jedem der 3 Hirnschnitte pro Tier und in beiden 
Hemisphären. 
In Übereinstimmung mit den ermittelten qualitativen Daten, zeigte sich zwischen den beiden 
Hemisphären kein signifikanter Unterschied (p = 0.554, Wilcoxon-Test; d = 0.133) hinsichtlich 
der Färbeintensität von Parvalbumin (Abb. 3b). Die WFA-Markierung hingegen war auf der 
geschädigten Seite drastisch reduziert (p < 0.001, Wilcoxon-Test; d = 2.151), was sich auch im 
Überlappungsbild beider Markierungen wiederspiegelt (p < 0.001, Wilcoxon-Test; d = 3.134). 
Bemerkenswert ist, dass auf der von Ischämie betroffenen Seite die Fläche der dem NRT 
zuzuordnenden Parvalbumin-Immunreaktivität leicht zunahm (p < 0.001, Wilcoxon-Test; d = 
1.668), was ähnlich auch für die WFA-positive Fläche gilt (p < 0.001, Wilcoxon-Test; d = 
1.486). Die Koexpression beider Marker zeigte hingegen ein gegensätzliches Muster (p < 0.001, 
Wilcoxon-Test; d = 3.186). Die Zahl Parvalbumin-enthaltender Zellen (p < 0.001, Wilcoxon-
Test; d = 1.961) und die mit WFA-markierten Strukturen (p < 0.001, Wilcoxon-Test; d = 2.833) 
waren auf der geschädigten Seite im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre drastisch 
reduziert, was mit den qualitativ erhobenen Daten übereinstimmt. Ein ähnlicher Befund ergab 
sich für die Zahl Parvalbumin-positiver Neuronen umhüllt mit WFA-Bindungsstellen (p < 
0.001, Wilcoxon-Test; d = 1.826).  
Um potentielle Auswirkungen von Alter und Komorbidität auf die NRT-Schädigung zu 
erfassen, wurden zusätzliche quantitative Analysen mit dem Fokus auf inter-hemisphärielle 
Unterschiede (∆) von Intensität, Fläche und Zellzahl von Parvalbumin und WFA, getrennt nach 
Wildtyp- und 3xTg-Mäusen im Alter von jeweils 3 und 12 Monaten dargestellt (Abb. 4). 
 
Die beobachteten Veränderungen zeigten für die WFA-Markierung sowohl einen Verlust der 
Färbeintensität als auch der Anzahl Netz-umhüllter Zellen, in allen 4 analysierten Tiergruppen. 
Signifikante Unterschiede in der Gruppe der 3- und 12-Monate alten Tiere wurden in der 
Färbeintensität (p < 0.004, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.205) und in der Fläche (p < 0.001, 
Mann-Whitney-U-Test; d = 1.450) für Parvalbumin-Immunreaktivität und WFA-positive PN 
gefunden, wobei die älteren Tiere eine deutliche Verringerung zeigten. Weiterhin ist die Zahl 
der Zellen, die mit WFA-positiven Netzen umhüllt waren, deutlich geringer in der Gruppe der 
12 Monate alten Tiere im Vergleich mit den jungen Tieren (p < 0.035, Mann-Whitney-U-Test; 
d = 0.895). Bezogen auf den genetischen Hintergrund zeigten sich signifikante inter-
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hemisphärielle Veränderungen (∆) für die Färbeintensität Parvalbumin-positiver Zellen (p < 
0.008, Mann-Whitney-U-Test; d = 0.931) und der mit WFA-markierten Netzen umhüllten 
Zellen (p = 0.002, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.458), sowie bei deren gemeinsamem Auftreten 
(p = 0.016, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.074). Während die von beiden Markern markierte 
Fläche keine signifikanten Veränderungen zeigte, waren die Zahl von Parvalbumin-positiven 
Zellen (p = 0.003, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.131), die Anzahl von WFA-gefärbten Netzen 
umhüllter Zellen (p = 0.001, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.320) und deren Kolokalisation (p = 
0.002, Mann-Whitney-U-Test; d = 1.445) in der Gruppe der Wildtypen stärker rückläufig als 
bei den 3xTg-Mäusen.  
 
Nachfolgende Analysen fokussierten auf Unterschiede zwischen 3- und 12-Monate alte 
Wildtyp- und 3xTg-Mäusen (Abb.4). Die beobachteten Veränderungen waren größtenteils 
homogen verteilt, gekennzeichnet zum Beispiel durch einen Verlust von WFA-Bindungsstellen 
und der Anzahl WFA-umhüllter Zellen im von Ischämie betroffenen NRT von Wildtyp- und 
3xTg-Mäusen im Alter von 3- und 12-Monaten. Signifikante Unterschiede konnten bei der 
Kolokalisation von Parvalbumin und WFA für genetisch veränderte Tiere gefunden werden, 
wobei 12 Monate alte Mäuse eine deutliche Verringerung aller drei untersuchten Parameter 
zeigten (Intensität: p = 0.002, Mann-Whitney-U-Test; d = 2.436; Flächeninhalt: p = 0.007, 
Mann–Whitney-U-Test; d = 1.616; und Zellzahl: p = 0.002, Mann-Whitney-U-Test; d = 2.430). 
Um begleitende Veränderungen beider Marker mit besonderem Fokus auf Alter und 
Komorbidität zu untersuchen, wurden nach Alter korrigierte Partialkorrelationen genutzt (Abb. 
5). Bemerkenswerterweise wurden signifikant hohe Koeffizienten für den Flächeninhalt in 
Wildtyp- und 3xTg-Mäusen gefunden (Abb. 5), was eine Zunahme der Parvalbumin- und 
WFA-positiven Fläche (siehe Abb. 3b) in gleicher (positiver) Weise belegt. Wildtyp-Mäuse 
zeigten hinsichtlich der Zellzahl, signifikant höhere Koeffizienten als 3xTg-Mäuse, was die 











Fluoreszenz-Mehrfachmarkierung von perineuronalen Netzmarkern im NRT, dargestellt durch konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie der nicht betroffenen Hemisphäre (a-a3, c-c3) und der von Infarkt betroffenen Seite (b-b3, d-d3), 1 Tag nach 
Ischämiebeginn in einer 3 Monate alten Wildtyp-Maus (a-a3, b-b3) und in einer 12 Monate alten 3xTg-Maus (c-c3, d-d3). Die 
Dreifachmarkierung von WFA, Aggrecan (Aggr) und Parvalbumin (Parv) ergibt auf der kontralateralen Seite sehr ähnliche 
Muster von dicht gepackten Netzen nach Cy2-Markierung von WFA (a) und nach Cy3-Immunmarkierung mit Kaninchen-anti-
Aggr (a1). In scharfem Kontrast dazu ist ipsilateral (b) die WFA-Färbung abgeschwächt und (b1) im vorliegenden Fall eine 
noch stärkere Verminderung der Aggr-Immunreaktivität sichtbar. Im nicht betroffenen NRT erscheinen Parv-enthaltende 
Neurone gesund (a2), auf der Ischämie-betroffenen Seite hingegen geschrumpft (b2). Bei Überlagerung aller drei Färbemuster 
zeigen im intakten NRT (a3) beide Netzmarker eine teppichartige Verteilung und umhüllen Parv-enthaltende Neurone. Dagegen 
bleibt der betroffene NRT (b3) durch Parv-Immunmarkierung zwar klar abgrenzbar, doch erscheint seine EZM massiv 
reduziert.  
Die zusätzliche Doppelmarkierung von Neurocan und Parv zeigt auf der nicht betroffenen Seite (c) Neurocan-Immunreaktivität 
nicht nur in den PN, sondern auch im umgebenden Neuropil, sowie (c1) das Kalzium-bindende Protein, das den Nukleus 
abgrenzt. Der „Overlay“ beider Bilder (c2) zeigt deutlich die Umhüllung der meisten Parv-immunpositiven Neurone mit 
Neurocan-gefärbten Netzen. Im Gegensatz dazu fehlt die Neurocan-Immunmarkierung im ischämischen NRT weitgehend (d), 
und Parv-immunpositive Zellen stellen sich teilweise fragmentiert dar, während in der Überlagerung beider Färbemuster (d2) 






Für eine erweiterte Charakterisierung der PN des NRT nach Ischämiebeginn wurde eine 
Dreifachmarkierung mit WFA, Aggrecan und Parvalbumin durchgeführt. Auf der 
kontralateralen Seite resultieren ähnlich dicht gepackte Netze nach Cy2-Markierung von WFA 
(Abb. 6a) und indirekter Cy3-Immunmarkierung von Aggrecan (Abb. 6a1). Im scharfen 
Kontrast zur ipsilateralen Seite zeigt sich eine stark reduzierte WFA-Markierung (Fig6b) und 
in diesem Fall eine noch stärker verminderte Aggrecan-Immunreaktivität (Abb. 6b1). 
Parvalbumin-immunpositive Neurone erscheinen auf der kontralateralen Seite gesund (Abb. 
6a2), aber erheblich geschrumpft auf der von Ischämie betroffenen Seite (Abb. 6b2). Nach 
Überlagerung aller Einzelmarkierungen wurde im intakten NRT (Abb. 6a3) eine klare 
Einbettung der Parvalbumin-positiven Neurone in die EZM deutlich, wogegen auf der 
ipsilateralen Seite (Abb. 6b3) der NRT durch Parvalbuminmarkierung deutlich abgegrenzt ist, 
seine Netzmarkierungen aber weitgehend fehlten. 
Eine zusätzliche Doppelmarkierung von Neurocan und Parvalbumin zeigte auf der 
kontralateralen Seite (Abb. 6c) eine deutliche Immunreaktivität für Neurocan, nicht nur in den 
PN, sondern auch im umgebenden Neuropil (Abb. 6c1). Wiederum grenzte die Parvalbumin-
Immunmarkierung das Kerngebiet von umgebenden Strukturen ab. Die Überlagerung beider 
Bilder (Abb. 6c2) zeigte eine deutliche Umhüllung der meisten Parvalbumin enthaltenden 
Neurone durch Neurocan-immunpositive EZM. Im Gegensatz dazu wurde auf der von Ischämie 
betroffenen Seite ein Verlust Neurocan-markierter Netze deutlich (Abb. 6d), und die 
Parvalbumin-positiven Zellen stellten sich überwiegend fragmentiert dar (Abb. 6d1), wogegen 
die Überlagerung der Abbildungen (Abb. 6d2) einzelne Neurone am Rande des 
Ischämiegebietes mit verbliebener Netzumhüllung verdeutlicht. 
 
Die kombinierte Darstellung von WFA-Bindungsstellen und Kv3.1b-Immunreaktivität zeigte 
einen Tag nach induziertem Schlaganfall wie erwartet im kontralateralen NRT ein dichtes 
Netzwerk von Cy2-gefärbter EZM (Abb. 7a), die ipsilateral gänzlich fehlte (Abb. 7b). 
Gleichzeitig, erschien die Immunreaktivität von Kv3.1b (Abb. 7a1, b1) in vielen dicht 
gepackten, homogen markierten Perikarya (Abb. 7a1), wogegen auf der von Ischämie 
betroffenen Seite (Abb. 7b1) zahlreiche Zellfragmente zu finden sind. Wurden die Marker 
gemeinsam visualisiert, bestätigte sich in der nicht betroffenen Hemisphäre (Abb. 7a2) die 
vollständige Umhüllung von Kv3.1b-immunpositiven Neuronen durch WFA-markierte EZM, 
während auf der ischämischen Seite (Abb. 7b2) zahlreiche fragmentierte Neurone ohne 





Doppelmarkierung von PN und der Untereinheit des spannungsabhängigen Kaliumkanals Kv3.1b im NRT, 1 Tag nach 
Ischämiebeginn in einer 3-Monate alten Wildtyp-Maus, aufgenommen mit einem Keyence-Mikroskop. In der nicht betroffenen 
Hemisphäre zeigt sich eine teppichartige Cy2-Markierung von WFA-Bindungsstellen (a), die den Nukleus abgrenzt, wogegen 
im ischämischen NRT (b) Lektin-markierte EZM nahezu komplett fehlt. Bei der gleichzeitigen Detektion von Kv3.1b-
Immunreaktivität in der nicht betroffenen Hemisphäre (a1, b1) zeigen sich zahlreiche, dicht gepackte und nahezu vollständig 
markierte Perikarya (a1), während auf der ischämischen Seite (b1) viele Zellfragmente sichtbar sind. Die Überlagerung der 
Färbemuster demonstriert deutlich den kompletten Einschluss von Kv3.1b-immunpositiven Neuronen in WFA-gefärbter EZM 
kontralateral, während die ischämische Seite viele geschädigte Neurone ohne umhüllende EZM aufweist, aber stets den NRT 







Fluoreszenzfärbung von WFA kombiniert mit der Immunmarkierung der Kalzium-bindenden Proteine Parvalbumin (Parv) und 
Calbindin (Calb) im NRT, 1 Tag nach induzierter Ischämie, visualisiert durch Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie des 
Nukleus einer 3 Monate alten Maus kontralateral (a-a3) und ipsilateral (b-b3) mit der ischämischen Region. Die WFA-Färbung 
mit Cy5-konjugiertem Streptavidin (Farbkodierung in blau) zeigt (a) dicht gepackte EZM auf der kontralateralen Seite, 
wogegen die WFA-Färbung auf der von Ischämie betroffenen Seite nahezu fehlt. Die Verteilungsmuster von Parv (a1) Cy2 
grün, Calb (a2) Cy3 rot, erscheinen weitgehend überlappend. Im Überlagerungsbild (a3) zeigt sich beispielhaft, dass viele WFA-
umhüllte Zellen beide Kalzium-bindende Proteine koexprimieren und gelb erscheinen. Der von Ischämie betroffene NRT ist 
ohne sichtbare WFA-Färbung (b) und bleibt abgrenzbar durch Immunreaktivität für Parv (b1) und Calb (b2) in jedoch 
fragmentierten und geschrumpft wirkenden Neuronen. Die Überlagerung beider Färbemuster (b3) zeigt viele geschädigte 
Zellen, die beide Kalzium-bindende Proteine koexprimieren oder lediglich Parv enthalten, aber nicht von WFA-anfärbbarer 





Simultane Markierung von PN und der Glutamatdekarboxylase (GAD)-Isoformen 65 und 67, kombiniert mit der 
Immunmarkierung von Calbindin (Calb) in einer 3-Monate alten Wildtyp Maus (a-a3, b-b3) und Parvalbumin (Parv) in einer 
12-Monate alten 3xTg-Maus (c-c3, d-d3). Konfokales Laser-Scanning detektiert den NRT 1 Tag nach Ischämiebeginn in der 
nicht betroffenen Hemispähre (a-a3) sowie auf der ischämischen Seite (b-b3, d-d3). In der nicht betroffenen Hemisphäre einer 
jungen adulten Maus, zeigen sich dicht gepackte PN (a, detektiert durch Cy5-Streptavidin, Farbkodierung in blau) assoziiert 
mit vielen GABAergen, GAD-immunpositiven Neuronen (a1) und Calbindin-enthaltenden Nervenzellen (a2). Im 
Übersichtsbild erscheinen GAD und Calb koexprimierende Zellen gelb (a3). Hingegen fehlt die WFA-Färbung im ischämischen 
NRT (b), während perlschnurartige Fasern und nicht abgrenzbare Somata eine Immunreaktivität für GAD65 und GAD67 
zeigen (b1) und wenige fragmentierte sowie geschrumpfte Neurone Calb enthalten (b2). Die Überlagerung der Bilder (b3) 
verdeutlicht dieses Kalzium-bindende Protein fast ausschließlich in GAD-immunpositiven Zellen, die dann gelblich 
erscheinen.  
Die PN/GAD/Parv-Dreifachmarkierung in einer 12-Monate alten 3xTg-Maus (c-c3, d-d3) ist beispielhaft für 
Kontrollexperimente mit getauschten Fluorophoren für WFA und Parv. Rot fluoreszierende, Cy3-gefärbte PN grenzen den 
kontralateralen NRT wie erwartet ab (c) und umgeben neuronale Somata, die immunpositiv für GAD65 und GAD67 sind (c1). 
Cy5-markiertes Parv (Farbkodierung blau, c2) erscheint in den gleichen Zellen, wie auch im Überlagerungsbild (c3). Im 
Gegensatz dazu verbleiben einige WFA-Bindungsstellen der durch Ischämie moderat betroffenen EZM. Die umhüllten 
geschädigten Neurone enthalten GAD (d1) ebenso wie Parv (d2), deren Koexpression (d3) durch die Mischfarbe lila deutlich 










In weiteren Experimenten wurde die lektinhistochemische Färbung der PN mit der simultanen 
Antiköpermarkierung der Kalzium-bindenden Proteine Parvalbumin und Calbindin im NRT 
ergänzt. Exemplarisch belegt wird diese Dreifachmarkierung durch Abbildungen des NRT in 
einem 3-Monate alten Tier einen Tag nach induziertem Schlaganfall kontralateral (Abb. 8a-a3) 
sowie ipsilateral mit der ischämischen Region (Abb. 8b-b3). Die WFA-Markierung auf der 
gesunden Seite (Abb. 8a) zeigte den kompletten Nucleus gefüllt mit dicht gepackter EZM, 
wogegen die WFA-Markierung auf der von Ischämie betroffenen Seite (Abb. 8b) völlig fehlte. 
Zahlreiche Neurone im NRT waren immunpositiv für Parvalbumin (Abb. 8a1, b1) und 
Calbindin (Abb. 8a2), erschienen jedoch geschrumpft und fragmentiert (Abb. 8b1, b2). Die 
Überlagerung der Färbemuster verdeutlichte auf der kontralateralen Seite viele von WFA-
Bindungsstellen umhüllte Neurone, die Parvalbumin und Calbindin koexprimierten (Abb. 8a3). 
Im Gegensatz dazu zeigte der ipsilaterale NRT zwar zahlreiche fragmentierte Neuronen, aber 
keine EZM. 
 
In weiteren Versuchen erfolgte die kombinierte Darstellung von WFA, einem Kalzium-
bindenden Protein (Calbindin oder Parvalbumin) und des Markerenzyms GABAerger Neurone, 
GAD. Letzteres erfolgte durch simultane Applikation von affinitäts-chromatographisch 
gereinigten Antikörpern gegen die Isoformen GAD 65 und GAD 67. Beim kombinierten 
Nachweis von EZM, GAD und Calbindin wurde WFA mit Cy5-Streptavidin detektiert und 
ergab die erwartete Färbemuster mit blau farbkodierten, dicht gepackten Netzen kontralateral 
(Abb. 9a). Die GAD-Färbung zeigte zahlreiche, oft aneinander gereihte und Cy2-gefärbte 
Zellkörper, häufig umgeben von feinen GABAergen Fasern (Abb. 9a1). Viele von den klar 
konturierten Somata waren zugleich immunpositiv für Calbindin (Abb. 9a2). Die Überlagerung 
der Färbemuster zeigte deutlich, dass zahlreiche GAD-immunpositive Zellen Calbindin 
exprimierten und von WFA-Bindungsstellen umhüllt waren (Abb. 9a2). Im ischämischen NRT 
fehlte die WFA-Färbung fast vollständig (Abb. 9b), während GAD (Abb. 9b1) sowie Calbindin 
(Abb. 9b2) in geschädigten Neuronen häufig weiterhin gemeinsam auftraten, was wiederum im 
„Overlay“ (Abb. 9b3) besonders deutlich wurde. 
Die abschliessend durchgeführte Mehrfachmarkierung erfasste WFA, GAD und das Kalzium-
bindende Protein Parvalbumin. Beispielhaft wird dies für eine 12-Monate alte 3xTg-Maus in 
einem histologischen Kontrollexperiment gezeigt, in dem die Fluorophore für die 
obengenannten Marker getauscht wurden. WFA-Bindungsstellen wurden mit rot 
fluoreszierendem Cy3-Streptavidin markiert, und die Immundetektion von Parv erfolgte mit 
Cy5, das blau farbkodiert dargestellt wurde. Kontralateral markierte dicht gepackte WFA-
positive EZM selektiv den NRT (Abb. 9c), in scharfen Kontrast zu diffus verteilten WFA-
Bindungsstellen auf der von Ischämie betroffenen Seite (Abb. 9d). Kontralateral wurden 
zahlreiche NRT-Neurone mit Immunreaktivität sowohl für GAD (Abb. 9c1) als auch 
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Parvalbumin (Abb. 9c2) detektiert. Die Koexpression dieser Marker GABAerger Neurone 
wurde deutlich im „Overlay“ der Einzelmarkierungen (Abb. 9c3). Auf der ischämischen Seite 
zeigten sich schwer geschädigte Neurone, die GAD (Abb. 9d1) und Parvalbumin (Abb. 9d2) 






Kurative Therapien des Schlaganfalls sind aktuell begrenzt und Ischämie-bedingte 
Veränderungen der EZM sowie deren funktioneller Einfluss werden immer noch wenig 
verstanden. Im Rahmen der NVU ist die extrazelluläre Matrix ein vielversprechender 
Angriffspunkt für zukünftige Therapien. Die vorliegende Arbeit fokussiert auf Veränderungen 
der EZM, im Besonderen ihrer PN, und der Parvalbumin-tragenden GABAergen Neurone im 
Nucleus reticularis thalami der Maus nach experimentell induzierter Ischämie. Der NRT ist vor 
allem durch seine enge anatomische Beziehung zum Striatum interessant und befindet sich, 1 
Tag nach Ischämiebeginn, in der durch das Filament-Modell geschädigten Region. 
Die vorliegende Studie zeigt eine drastische Reduktion von PN und GABAergen Neurone im 
von Ischämie geschädigten Nucleus reticularis thalami. Diese Ergebnisse zeigen, dass PN nach 




6.1 Technische Aspekte 
Durch die komplexe Zusammensetzung der PN ergeben sich viele unterschiedliche Methoden 
für ihren Nachweis [Celio et al., 1994]. Das N-Azetylgalaktosamin-bindende Pflanzenlektin 
WFA ist ein etablierter Marker für PN [Härtig et al., 1992, 1994; Brückner et al., 1993; Celio 
et al., 1994], die oft Parvalbumin-positive, schnellfeuernde Neurone umgeben [Härtig et al.; 
1992, 1994, 1999].  
Die detailliertere Charakterisierung GABAerger Neurone im NRT umfasste auch die 
kombinierte Darstellung von Parvalbumin und Calbindin. Darüber hinaus wurde die 
Koexpression von Parvalbumin in zahlreichen GABAergen Neuronen im NRT analysiert und 
durch Immunfluoreszenz direkt nachgewiesen. Diese Daten stehen im Einklang mit den 
Befunden zu Parvalbumin als Marker GABAerger Neurone z.B. im Neokortex [Celio et al., 
1986] und im basalen Vorderhirn [Freund, 1989]. Ergänzend wurde die Doppelmarkierung des 
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spannungsabhängigen Kaliumkanals 3.1b und WFA-positiver Netze nach ischämischer 
Schädigung analysiert. 
Die Besonderheiten des NRT, wie die nahezu komplette Ausprägung von WFA-anfärbbarer 
EZM und die genaue Abgrenzung zu umgebenden Strukturen [Brückner et al., 1996], 
ermöglichen die detaillierte Analyse der EZM und der Neurone des Kerngebietes sowie deren 
Schädigung nach einem ischämischen Schlaganfall. Die bleibende Detektierbarkeit des NRT 
und seiner Grenzen (durch Parvalbumin-Immunmarkeriung) erleichterten die durchgeführte 
semiquantitative Analyse. 
Auch andere EZM-Marker wie Aggrecan und Neurocan waren einen Tag nach der Ischämie 
deutlich vermindert, während die Analyse von weiteren Netzkomponenten wie Phosphacan und 
Tenascinen nicht im Fokus dieser Arbeit standen, zumal die Anzahl verfügbarer NRT-
enthaltender Schnitte stark limitiert war. 
Vorausgegangene Studien nutzen andere Schlaganfallmodelle und kleinere Fallzahlen um 
Langzeitveränderungen von PN zu untersuchen [Bidmon et al., 1998; Hobohm et al., 2005]. 
Die vorliegende Studie konzentrierte sich zunächst auf quantitative Veränderungen und deren 
Abhängigkeit von altersbezogenen und genetischen Aspekten in der frühen, noch potentiell 
therapierbaren Phase eines Schlaganfalls, wofür die meisten verfügbaren NRT-enthaltenden 
Schnitte benötigt wurden. Zukünftige Studien sind erforderlich um die qualitativ dargestellten 
morphologischen Veränderungen von Parvalbumin-positiven Neuronen, PN-Bestandteilen wie 
Link-Protein und Versican, sowie weiteren EZM-Markern zu bestätigen. 
Zusätzlich durchgeführte Dreifachmarkierungen zeigten, die Koexpression in netztragenden 
Neuronen des NRT für i) Parvalbumin und Calbindin, ii) Calbindin, GAD65 und GAD67, sowie 
iii) Parvalbumin, GAD65 und GAD67. Der simultane Einsatz zweier hochaffiner Antikörper, 
gerichtet gegen die beiden Isoformen des Markerenzyms GAD, ermöglichte hierbei die 
Detektion nahezu aller GABAergen Perikarya ohne störende Hintergrundfärbung. 
Hervorhebenswert ist die Detektierbarkeit zahlreicher GABAerger Somata in konventionell mit 
4% Paraformaldehyd fixiertem Gewebe zusätzlich zu den erwarteten GAD-immunpositiven 
Fasern. 
Die vorliegende Arbeit ist Teil einer umfangreichen Studie, die ihren Fokus auf verschiedene 
Komponenten der NVU richtet. Die Nutzung des gleichen Schlaganfallmodells erlaubt 
Vergleiche mit Daten anderer Studien zu Ischämie-induzierten Veränderungen von 
Blutgefäßen, astrozytären Endfüssen [Hawkes et al., 2013] und neuronalen Markern wie dem 
Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau [Michalski et al., 2016], den Vesikulären Glutamat-





6.2 Ischämie und GABAerge Neurone im NRT und anderen Hirnregionen 
Die einen Tag nach Induktion der Ischämie beobachtete, kaum veränderte VGAT-
Immunmarkierung [Michalski et al., 2013] steht im Einklang mit der Viabilität von 
neokortikaler Neurone 7 und 30 Tage nach fokal ischämischer Verletzung [Frahm et al., 2004]. 
Weiterhin zeigten in vitro-Experimente, dass GAD protektiv gegenüber Eisen-induzierter 
Exzitoxizität wirkt [Matthews et al., 2007]. Darüber hinaus berichteten Yamada et al. (1994) 
von einer erhöhten GAD-Immunreaktivität bei Ratten 3 bis 14 Tage nach MCAO im 
ipsilateralen zerebralen Kortex und vor allem in dessen Schicht IV; dabei waren GAD67-
immunpositive Strukturen in der betroffenen ipsilateralen Hemisphäre vergrößert und stärker 
gefärbt als kontralateral. 
Andererseits zeigten Parvalbumin-positive Zellen und Dendriten am Rand des betroffenen 
Gewebes 7 Tage nach photochemisch induziertem kortikalen Infarkt degenerative Zeichen 
[Neumann-Haefelin et al., 1998]. Im als überwiegend GABAerg bekannten NRT [Houser et al., 
1980] erschienen 7 Tage nach einer 4-Gefäß-Okklusion, Parvalbumin-positive Neurone 
argyrophil, aber oft nicht geschrumpft [Freund et al., 1990]. Diese Daten stehen im Einklang 
mit unseren Befunden von Parvalbumin-positiven Zellen im NRT, die signifikante 
Veränderungen nur bezüglich der Zellzahl und des Flächeninhaltes zeigten, aber nicht 
hinsichtlich der Intensität der Färbung. Darüber hinaus sind durch den beschriebenen 
Mechanismus des verzögerten Zellverlustes im NRT der Ratte nach MCAO und 
photothrombotischer Ischämie [Dihnè et al., 2002] GABAerge Neurone offensichtlich 
betroffen. Nach induziertem Herzstillstand in der Ratte zeigt sich der NRT als besonders 
verletzliches Kerngebiet [Ross und Duhaime, 1989] und einen beachtlichen Verlust von 
Parvalbumin-positiven Neuronen [Kawai et al., 1992, 1995]. Zudem konnte im menschlichen 
NRT nach einem Herzstillstand ein selektiver Neuronenverlust beobachtet werden [Ross und 
Graham, 1993].  Diese Autoren diskutierten die These, dass der Verlust von Neuronen im 
frontalen Kortex und im mediodorsalen Thalamus die biologische Basis für kognitive Defekte 
nach einem Herzstillstand sei [Ross und Graham, 1993]. 
Durch neu eingeführte Kombinationen wichtiger Marker des NRT für 
Fluoreszenzmehrfachmarkierungen, zeigt die vorliegende Arbeit zum ersten Mal die 
Koexpression der Kalzium-bindenden Proteine Calbindin und Parvalbumin und GAD auch 
nach einer Ischämie. Als zusätzlicher Aspekt gelten kann die persistierende Immunreaktivität 
der geschädigten Neurone für Kv3.1b, einem Marker schnellfeuernder Neurone [Weiser et al., 





6.3 Schlaganfall induzierte Veränderungen von perineuronalen Netzen des 
Nucleus reticularis thalami und anderer Hirnregionen 
Die hier ermittelten Daten stimmen zum Teil überein mit Ergebnissen von WFA-gefärbten 
Netzen in der Ratte nach Induktion einer primär neokortikalen Ischämie, die 7, 14 und 35 Tagen 
nach Induktion auch Thalamuskerne betrifft, unter anderem auch den NRT [Hobohm et al., 
2005]. Wir konnten zusätzlich zeigen, dass Aggrecan, ein Hauptbestandteil der PN im NRT 
[Morawski et al., 2012; Matthews et al., 2012] bereits 1 Tag nach Induktion des Schlaganfalls 
stark vermindert ist. Die quantitativen Ergebnisse unserer Studie stützen die qualitativ 
erhobenen Daten, indem sie den deutlichen Rückgang der WFA-Markierung für die Zellzahl 
und Färbeintensität nachweisen. Bemerkenswert erscheint, dass der Flächeninhalt der von 
Ischämie betroffenen Seite größer als kontralateral ist, was auch für die Parvalbumin-
immunmarkierte Fläche gilt. In Zusammenhang mit den vorher beschriebenen 
pathophysiologischen Geschehen nach einer Ischämie [Dirnagl et al., 1999] ist dieser Befund 
wohl am ehesten mit der Anschwellung der Zellen und dem entstehenden Hirnödem erklärbar, 
verursacht durch den Einstrom von Ca2+- und Na+-Ionen und den darauffolgenden 
Wassereinstrom in die von Ischämie betroffenen Zellen. 
Unter Berücksichtigung von Alter und neurodegenerativer Komorbidität als potentiellen 
Faktoren, die das Ausmaß postischämischer Veränderungen beeinflussen, zeigten die 
semiquantitativen Analysen eine deutliche Reduktion von Zellen, die mit WFA-positiven 
Netzen umhüllt waren. Andererseits waren 3xTg-Mäuse charakterisiert durch eine besonders 
stark reduzierte Intensität der WFA-Färbung von PN, während Parvalbumin-positive Zellen in 
den transgenen Tieren eine Zunahme der Färbeintensität aufwiesen. Diese Daten unterstützen 
deutlich den potentiellen Einfluss von Alter und begleitenden neurodegenerativen Pathologien 
auf postischämische Veränderungen, wie das schon zuvor von Endres et al. (2008) postuliert 
wurde. Begleitende Pathologien sollten demnach möglichst konsequent sowohl in deskriptiv-
neuropathologischen als auch in auf die Translation fokussierten Untersuchungen enthalten 
sein, wie z.B. beim Einsatz von potentiell neuroprotektiven Medikamenten. 
Umfangreiche Anstrengungen wurden unternommen, um eine Translation von 
wissenschaftlichen Experimenten in den klinischen Alltag möglich zu machen. Dafür zu nutzen 
sind vor allem solche Schlaganfallmodelle, die klinische Gesichtspunkte berücksichtigen, z.B., 
dass Verschlüsse von großen Gefäßen wesentlich Verlauf und Prognose vom Patienten 
bestimmen. Zudem müssen altersabhängige Effekte und Nebenerkrankungen berücksichtigt 
werden.  
Die EZM als wichtiger Bestandteil der NVU darf bei der Analyse der Ischämie-bedingten 
Veränderungen nicht vernachlässigt werden [del Zoppo, 2009a, 2010a]. Bemerkenswert 
erscheint, dass in den PN auftretende CSPG (außer Neurocan) der neokortikalen, von Ischämie-
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betroffen Region während vermehrter Aussprossung von Axonen – durch verstärkte 
Genexpression von Wachstumsfaktoren – reduziert sind [Carmichael et al., 2005]. Zudem 
wurde 4 Tage nach transienter kortikaler MCAO gezeigt, dass Neurocan verstärkt hochreguliert 
wird [Deguchi et al., 2005], wogegen in der vorliegenden Studie 1 Tag nach induzierter 
Ischämie ein Verlust an Neurocan-Immunreaktivität im NRT zu beobachten war. 
 
 
6.4 Perineuronale Netze bei anderen neuropathologischen Veränderungen 
CSPG sind nicht nur Hauptbestandteile von PN, sondern auch wichtige hemmende 
Komponenten der Glianarbe nach unterschiedlichen Schädigungen und neuropathologischen 
Veränderungen des Gehirns [Galtrey und Fawcett, 2007]. Kürzlich haben Sofroniew und 
Mitarbeiter demgegenüber gezeigt, dass spezifische CSPG in glialen Narben das axonale 
Wachstum unterstützen [Anderson et al., 2016; Burda et al., 2016].  
Unterschiedliche Veränderungen von Komponenten der PN treten nicht nur beim Schlaganfall 
auf, sondern auch bei anderen Erkrankungen [für einen Überblick Soleman et al., 2013]. 
Pitkänen et al. (2014) zeigten z.B. drastische Veränderungen der EZM während der 
Epileptogenese, und veränderte PN wurden auch nach experimentell induzierten Status 
epilepticus in Tiermodellen beschrieben [McRae et al., 2012]. Ein Status epilepticus in Ratten 
verursachte nicht nur eine verminderte strukturelle Integrität der PN im Hippokampus, sondern 
auch eine verminderte Konzentration von Hyaluronsäure, Proteoglykan Link Protein 1 und 
Hyaluronan-Synthase 3 [McRae et al., 2012]. Zusätzliche detaillierte Analysen zeigten eine 
erhebliche Veränderung der hippokampalen Aggrecan-Expression im Hippokampus nach 
Status epilepticus [McRae et al., 2010, 2012; Rankin-Gee et al., 2015]. 
Pollock et al. (2014) untersuchten GABAerge Interneurone des piriformen Kortex der Ratte 
nach experimentell induziertem epileptischen Anfall und zeigten einen Abbau von PN um diese 
Neurone. Eine Hemmung der am Abbau beteiligten MMP führte zu einer geringeren 
Ausbildung GABAerger Synapsen und somit zur Unterdrückung von epileptischen Anfällen 
[Pollock et al., 2014]. Kim et al. (2016) diskutierten den Zusammehang zwischen Astrozyten-
reguliertem Umbau der EZM nach Hirnschädigungen und der Entstehung von Epilepsien. Sie 
stellten die Hypothese auf, dass eine vaskuläre Schädigung des Hirngewebes Astrozyten 
aktiviert, somit zu Veränderungen der von Glia produzierten EZM-Komponenten führt und 
damit die strukturelle Integrität der PN um schnellfeuernde Interneurone stört. Dies führt im 
Endeffekt zu einer Imbalance zwischen Exzitation und Inhibition und trägt zur Entstehung von 
Epilepsie bei [Kim et al., 2016]. Das Interesse am Umbau der EZM nach epileptischen Anfällen 
nimmt stetig zu [für den Überblick Dityatev et al., 2010; Pitkänen et al., 2014]. 
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Die Rolle von Komponenten der EZM wie den CSPG während der Pathogenese der AD und 
anderer neurodegenerativen Erkrankungen wurde umfangreich diskutiert [Soleman et al., 
2013]. Bemerkenswerterweise weitgehend unverändert waren PN im Mausmodell Tg2576 mit 
altersabhängiger Aβ-Pathologie [Morawski et al., 2008]. Die von Scrapie betroffenen Gehirne 
von erwachsenen Schafen zeigten eine verminderte Parvalbumin-Immunreaktivität, aber keine 
Veränderung der WFA-Bindungsstellen von PN [Vidal et al., 2006]. Unterschiedliche 
Ergebnisse wurden auch aufgrund technischer Probleme im Detail gründlich überprüft 
[Morawski et al., 2012b, 2014].  Morawski et al. (2012b) fanden weder einen Verlust von 
Neuronen, die von PN umhüllt waren, noch die Reduktion von definierten Netzkomponenten. 
Die Studie beruhte auf der Kombination verschiedener Marker für PN und für Alzheimer-
Pathologie sowie auf gut charakterisierten menschlichen Alzheimer-Fällen mit kurzen post 
mortem-Verzug. Eine neuere Studie von Suttkus et al. (2016) zeigte, dass von PN umhüllte 
Neurone seltener Tau aufnehmen und dieses bei der AD-Pathologie wichtige Protein dort auch 
langsamer aggregiert. 
Dass PN neuroprotektiv sind wurde schon mehrfach diskutiert [Miyata et al., 2007; Cabungcal 
et. al., 2013, Suttkus et al., 2012, 2014, 2016]. In Tiermodellen für Suchterkrankungen wurde 
nicht nur der Erhalt von Netzkomponenten dokumentiert, sondern auch deren Verstärkung. 
Sorg et al. (2016) diskutierten in Bezug auf Abhängigkeit die Veränderungen der PN unter 
Kokainkonsum. So scheint es zu einer initialen Abnahme der Dichte von PN nach einmaligen 
Konsum und durch häufigere Exposition gegenüber Kokain zu einer Zunahme von PN zu 
kommen [Sorg et al., 2016]. Ebenso führte exzessiver Alkoholkonsum (sogenanntes „Binge 
drinking“) zu einer Zunahme von PN im insulären Kortex von Mäusen [Chen et al., 2015]. 
Lubbers et al. (2014) verglichen Veränderungen der EZM bei psychiatrischen Störungen wie 
Abhängigkeit von Opiaten, Psychostimulantien und Alkohol mit denen bei Schizophrenie und 
Depressionen. Bei der Schizophrenie sind Veränderungen der PN ein wichtiges 
neuropathologisches Zeichen. Autoptische Gewebeproben von schizophrenen Patienten zeigten 
eine drastische Reduktion der Dichte von PN in den Schichten 3 und 5 des präfrontalen Kortex 
[Mauney et al., 2013]. Von dieser Erkrankung Betroffene zeigten abnormale Veränderungen 
der EZM in der Amygdala und im entorhinalen Kortex [Pantazopoulos et al., 2010] sowie im 
olfaktorischen Epithel [Pantazopoulos et al., 2013]. In einer Studie von Veränderungen bei 
bipolaren Störungen und Schizophrenie zeigten Pantazopoulos et al. (2015) in autoptischen 
Gewebe von Patienten mit bipolaren Störungen eine Abnahme von Aggrecan und Chondroitin-
6-sulfat in PN der Amygdala. Shah und Lodge (2013) zeigten, dass ein enzymatischer Abbau 
der PN im ventralen Hippokampus zu aberranter dopaminerger Transmission führt und 
schlussfolgerten, dass ein Verlust von PN bei schizophrenen Patienten zu Positivsymptomen 
beitragen könnte. Von Berretta et al. (2015) wurde diskutiert, ob bei Patienten mit 
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Schizophrenie ein Umbau von PN (hauptsächlich durch Metalloproteinasen) gestört sein könnte 
und als Resultat von Interaktionen mit dem gestörten Immunsystem zu einer Dysfunktion von 
betroffenen GABAergen Neuronen beiträgt. Daten zu PN und EZM-Bestandteilen sowie 
synaptischer Dysfunktion bei psychiatrischen Krankheiten wurden von Pantazopoulos und 
Berretta (2016) kürzlich zusammengefasst.  
 
 
6.5 Abbau perineuronaler Netze mit Metalloproteinasen, Chondroitinasen 
und Aggrecanasen 
Matrix-Metalloproteinasen sind Zink-Endopeptidasen und dafür bekannt, dass sie sehr früh 
nach einem Schlaganfall falsch reguliert werden [Heo et al., 1999], was zur Unterbrechung der 
neurovaskulären Verbindung und zur Parenchymschädigung führt [zusammengefasst von 
Rosell und Lo, 2008]. Während der nachfolgenden, zeitlich verzögerten 
neuroinflammatorischen Antwort unterstützen diese Enzyme jedoch Mechanismen des 
neurovaskulären Umbaus [Rosell und Lo, 2008; Huntley, 2012]. Somit spielt die EZM eine 
wichtige Doppelrolle bei synaptischer Plastizität und Homöostase [Dityatev et al., 2010]. 
Galtrey und Fawcett (2007) disktuierten, dass CSPG als zentrale Bestandteile der PN in der 
frühen Entwicklung des ZNS und im reifen Gehirn von zentraler Bedeutung sind. Der Grad an 
Plastizität ist während der „Kritischen Periode“ am größten, sodass der Ausprägungsgrad von 
PN eine inverse Korrelation mit dem Ausmaß an neuronaler Plastizität zeigt [Galtrey und 
Fawcett, 2007]. Die EZM hat Anteil an der Regulation von synaptischer Plastizität durch 
Beeinflussung der Beständigkeit, Funktion und Morphologie von Synapsen [Dansie und Ethell, 
2011]. Der enzymatische Verdau von CSPG ermöglicht eine erneute Öffnung dieser Periode, 
was am visuellen System eindrücklich gezeigt werden konnte [Pizzorusso et al., 2002]. Ein 
Abbau von PN durch ChABC-Injektionen führt zur verminderten Aufnahme des 
Homeoproteins Otx2, das an der Regulation der kortikalen Plastizität im visuellen System 
beteiligt ist, in Parvalbumin-positiven Neurone [Beurdeley et al., 2012]. Veränderungen durch 
Verletzungen oder Erkankungen des Gehirns führen auch zu Veränderungen der EZM [Galtrey 
und Fawcett, 2007; Bartus et al., 2012]. Da inhibitorische CSPG bei der Ausbildung einer 
Glianarbe hochreguliert werden, stellen PN eine wichtige hemmende Komponente der 
Plastizität nach Schädigungen im Gehirn dar [Bartus et al., 2012; Burnside und Bradbury, 
2014]. Ein Abbau mittels ChABC förderte die funktionelle Regeneration des Nervensystems 
nach Rückenmarksverletzungen und veränderte aktivitätsabhängig die neuronalen 
Verbindungen [Miao et al., 2014]. So konnten Soleman et al. (2012) zeigen, dass die Gabe von 
ChABC in 16-19 Monate alten Ratten und 3 Tage nach einem induzierten Schlaganfall, die 
Regeneration motorischer Fähigkeiten fördert. 
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Auf der anderen Seite dient die EZM als wichtiges Element der extrazellulären Homöostase im 
ZNS. Eine Stabilisierung von synaptischen Verbindungen und gleichzeitig die 
aktivitätsabhängige Modifizierung der EZM um Synpasen werden durch CSPG ermöglicht 
[Miao et al., 2014]. Die negative Ladung der Glykosaminoglykane von PN sorgt für eine 
Kaliumpufferung und reguliert das Mikromilieu hochaktiver Neurone [Härtig et al., 1999, 
2001]. PN dienen als Diffusionbarriere auf Zelloberflächen und damit einer 
Kompartimentalisierung des Mikromilieus [Frischknecht und Gundelfinger, 2012]. 
Chondroitinasen sind als Glykosaminoglykan-abbauende Enzyme etablierte Werkzeuge zum 
Verdau von EZM und hierbei im Besonderen von PN in vivo, was z.B. durch Burnside und 
Bradbury (2014) ausführlich beschrieben wurde. Bereits 1998 injizierten Brückner und 
Mitarbeiter ChABC in den frontalen bzw. okzipitalen Kortex der Ratte, um PN in vivo 
abzubauen und zeigten dann nicht nur den Verlust der Netze, sondern auch deren sehr 
langsamen Wiederaufbau [Brückner et al., 1998]. Wird ChABC im Rückenmark und 
verschiedene Regionen des ZNS appliziert, erleichtert dies die axonale Aussprossung und 
erhöht die Plastizität von verletzten und intakten Axonen nach einer Schädigung [Galtrey und 
Fawcett, 2007; Burnside und Bradbury, 2014]. Nach Abbau von striatalen PN in Mäusen konnte 
eine Verbesserung der Orientierungsfähigkeit der Mäuse im „Morris water maze“ beobachtet 
werden und verdeutlicht damit die Wichtigkeit von PN für striatale Funktionen [Lee et al., 
2012]. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass Injektionen von ChABC in den perihinalen 
Kortex von transgenen Mäusen mit Tau-Pathologie, die Objekterkennung wiederherstellt 







Schema 3: Abbildung modifiziert nach Soleman et al. [2013, Neuroscience] Restriktion struktureller Plastizität durch PN und 
Netz-Abbau durch ChABC. PN bilden eine netzartige Struktur die das Zellsoma umgibt (häufig um Parvalbumin-enthaltende 
GABAerge Neurone) und bilden eine Barriere gegen die Formierung neuer synaptischer Kontakte (a). Inhibitorische 
Bestandteile der PN, wie z.B. CSPG und Semaphorin 3A, reduzieren das neuronale plastische Potential, schränken die 
Rezeptormobilität ein und binden neurotrophe Moleküle (b). Der Abbau von PN kann Plastizität reaktivieren. Eine 
Destabilisierung von PN mit ChABC führt zu einem Abbau von CSPG und Modifizierung neuronaler Verbindungen. Die 
resultierende Zunahme der Mobilität des AMPA-Rezeptors fördert neue synaptische Verbindungen. Weiterhin werden 
möglicherweise endogene neurotrophe Faktoren freigesetzt und erlangen Zugang zu wachsenden Axonen (c).  
 
 
6.6 Perineuronale Netze nach Ischämie 
Nach experimentell induziertem Schlaganfall in alten Ratten, zeigte sich bei einer zeitlich 
verzögerten Behandlung mit ChABC eine verbesserte funktionelle Regeneration und 
Neuroplastizität, aber kein schützender Effekt auf das den Infarkt umgebende Gewebe. 
[Soleman et al., 2012]. Dabei ist zu beachten, dass es durch eine Chondroitinase-induzierte 
Entfernung von negativ geladenen Bestandteilen aus der EZM, zu einer vermehrten 
Kalziumdiffusion innerhalb von Gehirngewebe kommt, wodurch die synaptische Transmission, 
neuronale Exzitabilität und andere physiologische Prozesse beeinflusst werden [Hrabětová et 
al., 2009]. ChABC-Injektionen in eine Infarktregion von Ratten mit arterieller Hypertension 
reduzierte den neuronalen Verlust und erhöhte den Gehalt von Synaptophysin und GAP-43 
[Chen et al., 2014]. Diese Behandlung konnte das Gehirn vor dem neuroinhibitorischen Milieu 
nach einem fokalen Hirninfarkt schützen [Chen et al., 2014]. 
Nach photothrombotisch induziertem Schlaganfall führte eine angereicherte Tierumgebung 
(„enriched housing“) zur Reduktion Aggrecan-tragender Netze im somatosensorischen Kortex 
und zur wiedererlangten Fähigkeit der Gliedmaßenplatzierung („limb placement ability“) 
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[Madinier et al., 2014]. Dieser Befund steht in Übereinstimmung mit einem reversiblen 
altersabhängigen Verlust von EZM unter Bedingungen einer angereicherten Umgebung [Hilbig 
et al., 2002]. PN gehören offenbar zu den durch Umgebungs- oder Verhaltensreize sowie 
Medikamente gut modulierbaren Bestandteilen der EZM und sind damit ein Ziel für 
neuroprotektive Ansätze. 
Tsien (2013) diskutierte, dass der Verlust von PN als mutmaßliches Tor der Synapsen einen 
synaptischen Umbau [siehe auch Karetko-Sysa et al., 2013] und (Re-)Organisation von 
neuronalen Verbindungen erleichtert. Dies würde dann aber auch gleichzeitig einen Verlust der 
Pufferfunktion von Kaliumionen und anderer neuroprotektiven Eigenschaften der PN bedeuten. 
In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass es bei gesunden erwachsenen Ratten durch 
körperliches Training zu einer Verringerung von PN im Gehirn und zu einer Zunahme von PN 
im lumbalen Rückenmark kommt [Smith et al., 2015]. In der vorliegenden Studie muss die 
funktionelle Bedeutung der postischämischen Veränderungen jedoch offenbleiben, da dies mit 
lediglich einem Endpunkt (d.h. 1 Tag nach Ischämiebeginn) nicht beurteilt werden kann. 
In der frühen Phase des Schlaganfalls ermöglicht die Wirkung von exogenem rtPA eine 
Rekanalisierung von okkludierten Gefäßen [Hacke et al., 2008].  In Bezug auf die aktuelle 
Schlaganfalltherapie zeigte eine Studie von Deguchi et al. (2012), dass rtPA den Gehalt an 
Neurocan reduziert. Auch in anderen Studien wurde eine Erhöhung des EZM-abbauenden 
Proteins MMP-9 durch rtPA [z.B. Ansar et al., 2014] nachgewiesen. 
Hingegen zeigen Studien bezüglich der nur teilweise angewandten milden Hypothermie von 
32-33°C Hirntemperatur nach großen Territorialinfarkt [Schwab et al., 2011; Leitlinien der 
Deutschen Gesellschaft für Neurologie, 2012] eine Abnahme der Expression und Aktivität von 
MMP-2 und MMP-9 [Lee et al., 2005; Zhao et al., 2013]. Zhao et al. (2006) berichteten, dass 
die Gabe von MMP-Inhibitoren 7 Tage nach einem Schlaganfall die Neurogenese hemmt und 
die funktionelle Erholung verlangsamt. Wiederum zeigt die Inhibition von MMP-9 durch 
Tetrazykline, Antikörper oder siRNAs neuroprotektive Effekte [zur Übersicht siehe Chaturvedi 
und Kaczmarek, 2014]. 
Die Modifikation oder Inhibition von MMP als Therapie nach einem Schlaganfall bleibt 
umstritten [Roycik et al., 2013; Yang und Rosenberg, 2015]. Potenzielle Schlaganfalltherapien, 
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Schlaganfälle gehören zu den drei häufigsten Todesursachen und stellen das 
Gesundheitssystem vor große Herausforderungen. Behandlungsstrategien des ischämischen 
Schlaganfalls sind immer noch begrenzt, wobei enorme Anstrengungen in der präklinischen 
Forschung zwar erfolgreich waren, aber unter klinischen Bedingungen keine Effektivität zeigen 
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konnten. Zu den Voraussetzungen einer Translation präklinischer Ergebnisse zählen klinisch 
relevante Schlaganfallmodelle sowie die Berücksichtigung potentieller Komorbiditäten und 
altersabhängiger Effekte. Eine umfassende Betrachtungsweise des schlaganfallbedingten 
Gewebeschadens gilt als vielversprechend, wie es das Konzept der neurovaskulären Einheit 
(neurovascular unit, NVU) erlaubt. Dieses Konzept beinhaltet Neurone, Gefäße und Gliazellen 
mit Astrozytenendfüßen, die in enger Beziehung zur extrazellulären Matrix (EZM) stehen. Die 
Rolle der EZM-Bestandteile während der Entwicklung von schlaganfallbedingten 
Gewebeschäden wird bislang nur wenig verstanden und kann daher nicht für 
Behandlungsstrategien genutzt werden.  
Die bereits Ende des 19. Jahrhunderts erstmals von Camillo Golgi beschriebenen 
perineuronalen Netze (PN) sind ein wichtiger Bestandteil der EZM, die in vielen Hirnregionen 
zu finden sind. PN bilden eine aus Proteoglykanen, Glykoproteinen und Hyaluronsäure 
bestehende netzartige Struktur, die um Neurone und deren proximalen Dendriten sowie um die 
Initialsegmente von Axonen nachweisbar ist. Weitere Studien zeigten PN häufig als Umhüllung 
von inhibitorischen GABAergen Zellen, die das Kalzium-bindende Protein Parvalbumin und 
die Untereinheit des spannungsabhängigen Kaliumkanals Kv3.1b koexprimieren. Zu den 
diskutierten Funktionen gehört eine neuroprotektive Wirkung gegenüber neuropathologischen 
Veränderungen und oxidativem Stress, die Stabilisierung von Synapsen, die Kontrolle 
neuronaler Plastizität und eine Pufferfunktion um hochaktive Neurone. 
 
Die vorliegende tierexperimentelle Studie fokussiert auf Veränderungen der PN als Teil der 
EZM und Parvalbumin-enthaltender GABAerge Neurone in Mäusen. Dabei lag der 
Schwerpunkt auf dem Nucleus reticularis thalami (NRT), der in enger Beziehung zur 
ischämischen Läsion steht, die durch ein Filament-basierendes Schlaganfallmodell induziert 
wurde. Der NRT erfüllt wichtige neurophysiologische Funktionen, z. B. bei der Regulation des 
Schlaf-Wach-Rhythmus. Die Neurone des NRT sind als GABAerg bekannt und von 
zahlreichen PN umhüllt. 
Um PN darzustellen, können Lektine genutzt werden, die an N-Azetylgalaktosamin binden wie 
z. B. das Wisteria floribunda Agglutinin (WFA). Zum Nachweis der durch Ischämie 
induzierten Schädigung von Neuronen und Netzkomponenten dienten 
Immunfluoreszenztechniken. Um den Verlust von PN und die Veränderung von Parvalbumin-
immunpositiven Neuronen abzubilden, wurden Färbeserien mittels einer Doppelmarkierung 
von WFA und Parvalbumin durchgeführt. Ausgewertet wurden insgesamt vier Tiergruppen mit 
je 7 Mäusen: 3- und 12-Monate alte Wildtyp-Mäuse und komorbide triple-transgene (3xTg) 
Mäuse mit Alzheimer-ähnlichen Veränderungen. Es erfolgten qualitative und semiquantitative 
Vergleiche zwischen der ischämischen und der nicht ischämischen Hemisphäre einen Tag nach 
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Induktion des Schlaganfalls. Zur Überprüfung der statistischen Signifikanz kamen der 
Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Ergänzend wurden durch 
Mehrfach-Fluoreszenzmarkierungen detektierte Veränderungen zusätzlicher 
Netzkomponenten sowie von neuronalen Markern des NRT qualitativ erfasst. 
 
Einen Tag nach Induktion der Ischämie ergaben die semiquantitativen Analysen einen 
drastischen Verlust der PN im ischämischen NRT. Konkret zeigte die WFA-Markierung einen 
Verlust von Intensität und Zellzahl in allen 4 analysierten Tiergruppen. Die Zahl Parvalbumin-
positiver Zellen im ischämischen NRT nahm ab, wobei sich die Intensität der Färbung von 
betroffener und nicht betroffener Hemisphäre nicht unterschied. Ältere Tiere zeigten eine 
deutliche Verringerung der Färbeintensität und der Fläche gegenüber jüngeren Tieren in Bezug 
auf Parvalbumin-Immunreaktivität und WFA-Bindung. Unter Berücksichtigung des 
genetischen Hintergrundes war die Fläche unabhängig verringert, wobei Wildtypen gegenüber 
transgenen Tieren in Bezug auf die Zellzahl einen stärkeren Verlust aufwiesen. Die 
Färbeintensität von Parvalbumin-positiven Zellen hingegen zeigte bei 3xTg Mäusen gegenüber 
Wildtypen eine geringe Zunahme auf. 
Zusätzliche qualitative Analysen detektierten im NRT sowohl den Ischämie-induzierten Verlust 
von PN und im umgebendem Neuropil EZM-Immunreaktivität für Aggrecan und Neurocan als 
auch verringerte Immunreaktivität für Calbindin, die Kaliumkanal-Untereinheit Kv3.1b sowie 
die Glutamatdekarboxylase-Isoformen GAD65 und GAD67.  
Zusammenfassend bestätigen die vorgelegten Daten PN als hochsensitive Bestandteile der 
EZM. Die Befunde favorisieren EZM-Bestandteile als vielversprechende Angriffspunkte für 
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